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Ueber die Bildung von Ornithin bei der Spaltung des Arginin’s 
und iiber die Constitution dieser beiden Basen. 
Von 


E. Schulze und E. Winterstein. 


(Aus dem agriculturchemischen Laboratorium des Polytechnikums in Ziirich.) 


(Der Redaction zugegangen am 30. Juli 1898.) 


Durch den von 8. G. Hedin?) erbrachten Nachweis, dass 
bei der Spaltung der Eiweissstoffe durch Salzsiiure Arginin 
entsteht, nicht minder aber durch A. Kossel’s?) Beobachtungen 
liber die Bildung der gleichen Stickstoffverbindung aus den 
Protaminen hat die Frage nach der Constitution des Arginins 
an Bedeutung gewonnen. Kossel vermuthet, dass die Protamine, 
welche bei der Spaltung durch Séuren nur Basen, keine Amido- 
siuren liefern, als Kerne in den Eiweissmolekiilen enthalten 
sind: die Aufklirung der Constitution der Protamine wiirde 
daher wohl ein bedeutsamer Schritt auf dem Wege sein, der 
in hoffentlich nicht allzu ferner Zeit zur Erforschung der Con- 
stitution aller EiweisskoOrper fiihren wird. Da nun aber die 
Protamine bei der Spaltung weit mehr Arginin als andere Basen 
liefern, so liisst sich ihre Constitution nicht aufkliiren, ohne 
dass man zuvor liber die Structur des Arginins sich Aufschluss 
verschafft hat. 

E. Sehulze und A. Likiernik’) haben nachgewiesen, 
dass Arginin beim Erhitzen mit Barytwasser Harnstoff liefert ) 





1) Piese Zeitschrift, Bd. XXI, S. 155. 
2) Ebendaselbst, Bd. XXII, 8. 176, sowie Bd. XXV, S. 165; Sitzungs- 
berichte der Gesellschaft zur Férderung der Naturwissenschaften in Mar- . 
burg, Juliheft 1897. 
3) Berichte der D. Chem. Gesellschaft, Bd. 24, S. 2701. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, XXVI. 



















eine Thatsache, welche es als mdodglich erscheinen  liisst. 
dass jene Base ein Derivat des Guanidins ist. Um in der 
Erforschung der Constitution des Arginins weiter zu kommen. 
mussten wir Aufschluss iiber die Produkte zu gewinnen suchen. 
welche bei der Spaltung dieser Base durch Barytwasser neben 
Harnstoff entstehen. Es gelang uns, aus diesen Produkten eine 
stickstoffhaltige Base zu isoliren, welche fiir identisch mit dem 
von M. Jaffe?) entdeckten Ornithin = C.H,,N,O,  erkliirt 
werden kann. Eine kurze Mitteilung uber diesen Bbefund haben 
wir in den Berichten der deutschen Chemischen Gesellschaft? 
gemacht: im Folgenden beschreiben wir unsere inzwischen noch 
erweiterten Versuche ausfiihrlicher und kniipfen an die Ergeb- 
nisse derselben einige Bemerkungen iiber die Constitution des 
Ornithins und des Arginins. 


Darstellung von Ornithin aus Arginin. 


EK. Schulze und A. Likiernik extrahirten den bei der 
Zersetzung des Arginins entstandenen Harnstoff durch heissen 
Weingeist aus dem Syrup, welcher erhalten wurde, als sie die 
beim Kochen des Arginins mit Barytwasser entstandene Losung 
durch Einleiten von Kohlensiure vom Baryt befreiten und so- 
dann im Wasserbade eindunsteten. Nach dem Abgiessen des 
alkoholischen harnstoffhaltigen Extractes hinterblieb eine stark 
alkalisch reagirende Masse. Diese noch in unseren Hiinden 
befindliche Masse, welche sich sehr leicht in Wasser  lodste, 
bildete das Material fiir unseren ersten Versuch. In der Hoff- 
nung, eine in derselben sich vorfindende Base als Benzoyl- 
verbindung isoliren zu koénnen, wendeten wir auf sie das 
Baumann sche Verfahren an, d. h. wir machten die wiisserige 
Losung jener Substanz mit Natronlauge alkalisch und_ setzten 
dann unter Umschiitteln Benzoylchlorid in kleinen Portionen 
hinzu. Als der Fliissigkeit spiiter Salzsiiure zugefiigt wurde, 
entstand eine starke milchige Triibung, welche sich bald in 
eine pflasterartige, am Boden und an den Wiinden des Gefiisses 


1) Berichte der D. Chem. Gesellschaft, Bd. 10, S. 1925 u. Bd. 11, S. 406. 
“) Bd. 30, S. 2879. 
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fest anhaftende Masse verwandelte. Das so gewonnene Produkt 
war fast unldslich in kochendem Wasser und _ liess— sich 
daher durch wiederholte Behandlung mit diesem Lésungs- 
mittel von beigemengter Benzoesiiure befreien. In verdiinnter 
Natronlauge oder Ammoniakfliissigkeit liste es sich auf und 
wurde aus dieser Losung durch Siiuren wieder gefiillt. Es 
liste sich leicht in heissem Alkohol und krystallisirte daraus 
in kleinen Prismen. Wie aus den weiter unten gemachten 
Mittheilungen zu ersehen ist, erwies sich dieses Produkt als 
Ornithursiure = C,,H,,N,O,. Diese Siure ist bekanntlich 
von M. Jaffé (loe. cit.) in den Excrementen von Hiihnern, die 
mit Benzoesiiure gefiittert worden waren, aufgefunden und als 
die Dibenzoylverbindung des Ornithins = C,H,,N,O, erkannt 
worden. 

Wir haben wiederholt sowohl freies Arginin wie Arginin- 
nitrat mit Barytwasser gekocht und die Fliissigkeit dann in 
der oben beschriebenen Weise behandelt; wir erhielten dabei 
stets Ornithursiiure. Die Ausbeute an diesem Produkt war 
eine schwankende. Die beste Ausbeute erhielten wir, als wir 
die beschriebenen Operationen in folgender Weise ausfiihrten: 
Wir erhitzten eine Losung von 9 gr. Argininnitrat und 16,5 gr. 
krystallisirtem Barythydrat in 540 ccm. Wasser 1 Stunde lang 
am Riickflusskiihler zum Sieden, befreiten die noch heisse 
Fliissigkeit durch Einleiten von Kohlensiiure vom Baryum- 
hvdroxyd und dunsteten sie sodann im Wasserbade zum Syrup 
ein. Aus diesem Syrup, welcher nur schwach gelb gefirbt 
war, wurde durch heissen Weingeist der Harnstoff extrahirt: 
den dabei verbliebenen Riickstand losten wir in ca. 100 ccm. 
Wasser und fiigten der Lésung unter hiiufigem Umschiitteln ab- 
wechselnd Natronlauge und Benzoylchlorid in kleinen Antheilen 
zu); im Ganzen wurden 70 ccm. 15° oige Natronlauge und 
15 gr. Benzoylechlorid zugesetzt. Nachdem die Fliissigkeit eine 
Zeit lang gestanden hatte, wurde sie mit Salzsiiure angesiiuert: 
dabei entstand eine starke weisse Ausscheidung, welche, nach- 


1) Der Zusatz erfolgte in solcher We‘se, dass die Fliissigkeit stets 
alkalisch blieb. 











dem sie durch Filtration von der Fliissigkeit getrennt war, 
zur Entfernung der beigemengten Benzoesiiure wiederholt mit 
kochendem Wasser behandelt wurde. Das in Wasser Unldsliche 
lésten wir in heissem Weingeist. Die Lésung lieferte, nachdem 
sie durch Verdunsten auf ein geringeres Volumen gebracht 
worden war, 4,35 gr. reine krystallisirte Ornithursaure. Aus 
der Mutterlauge erhielten wir noch eine geringe Menge von 
Krystallen, welche zur Befreiung von etwa noch beigemengter 
Benzoesiiure mit Aether behandelt wurden. Die Gesammtaus- 
beute an Ornithursiiure betrug 4,95 gr. 

Im vorliegenden Versuch kam ein sehr gutes Benzoy!l- 
chlorid-Priiparat (frei von Benzaldehyd und Benzotrichlorid) 
zur Verwendung. In einem anderen Versuche, bei dessen Aus- 
fiihrung wir von der oben gegebenen Vorschrift nur wenig ab- 
wichen, aber ein weniger reines Benzoylchlorid-Praparat ver- 
wendeten, erhielten wir eine vor dem Umkrystallisiren aus 
Weingeist weniger reine Ornithursiiure; doch war die Ausbeute 
fast eben so gross, wie im ersten Versuch: denn wir erhielten 
aus 18 gr. Argininnitrat ungefiihr 9 gr. Ornithursiiure. 

Andere Versuche, in denen stiirkeres Barytwasser ange- 
wendet und das Kochen am Riickflusskiihler liinger fortgesetzt 
wurde, lieferten betriichtlich niedrigere Ausbeuten an Ornithur- 
saure, 

Das Aussehen der in solcher Weise gewonnenen Ornithur- 
siiture und ihr Verhalten gegen LOsungsmittel entspricht den 
von Jaffe gemachten Angaben. Sie ist fast unldslich in 
kochendem Wasser, ziemlich schwer léslich in kaltem, leicht 
loslich in kochendem Weingeist: aus der weingeistigen Losung 
krystallisirt sie in kleinen farblosen Prismen. Der Schmelz- 
punkt der Ornithursiiure liegt nach Jaffe bei 182°. Einige 
unserer Priparate zeigten den gleichen Schmelzpunkt: die durch 
mehrmaliges Umkrystallisiren aus Weingeist gereinigten Priipa- 
rate schmolzen aber stets etwas hoéher, niéimlich bei 18+’. 
Die unter Verwendung von zwei Priiparaten!) ausgefiihrten 





1) Dieselben wurden, ehe sie zur Analyse verwendet wurden, bei 
100° getrocknet. 








Elementaranalysen lieferten Zahlen, welche der von Jaffe auf- 
gestellten Formel C,,H,)N,0O, entsprechen, wie folgende Angaben 
bewelsen: 

C- und H-Bestimmungen: 


1) 0.2094 gr. Substanz gaben 0,5170 gr. CO, und 0,1197 gr. H,O 


2) Q,1950 ~ » » 0.4800 > » » 0.1110 » 
3) O1924 » : » 04758 >» » »> 01040 » >» 


N-Bestimmungen: 
1) 0,2006 gr. Substanz gaben 16,2 ccm. feuchtes Stickstoffgas bei 20° 
und 725 mm. Druck. 
2) 0,2046 gr. Substanz gaben 15,6 ccm. feuchtes Stickstoffgas bei 20° 
und 720 mm. Druck. 





Berechnet fiir Gefunden 
CoH NO, l 2 3 Mittel 
c 67,06 67,34 67,13 67,48 67,32 
H 5.88 634 632 6,00 6,22> 
N 8,24 8.76 = 8,28 — 8,51 » 
O 18,82 —_ —_ aan cial 


Charakteristisch fiir die Ornithursiiure ist nach Jaffé das 
Calciumsalz, welches sich krystallinisch ausscheidet, wenn 
man eine neutrale L6sung von ornithursaurem Ammonium mit 
Chlorcalcium versetzt und die klare Fliissigkett dann erhitzt. 
Unser Produkt lieferte ein solches Salz, als wir es nach Jaffé’s 
Vorschrift behandelten. Der Calciumgehalt dieses Salzes betrug 
5,48°/0, withrend die Theorie 5,57° 0 verlangt.?) 

Durch kurzes Kochen mit concentrirter Salzsiiture wird die 
Ornithursiiure nach Jaffé in Benzoesiiure und Monobenzoy|- 
ornithin = C,,H,,N,O, gespalten. Das letztere Produkt ist 
im Gegensatz zur Ornithursiiure fast unldslich in Alkohol, 
dagegen léslich in heissem Wasser; aus der Lésung krystallisirt 
es in farblosen, ausserordentlich feinen Nadeln, welche bei 225 
— 230° schmelzen. Unsere Ornithursiiure lieferte bei ein- bis 
zWeistiindigem Kochen mit ca. 20° oiger Salzsiiure ein Spaltungs- 
produkt, welches im Aussehen und im Verhalten gegen Losungs- 
mittel den von Jaffé fiir das Monobenzoylornithin gemachten 





1) Analytische Belege: 0,154 gr. des Calciumsalzes lieferten 
0.0118 gr. CaO. 

















Angaben entsprach, Der Schmelzpunkt dieses Produkts war 
nicht constant; er schwankte von 225—240°. 

Die im Vorigen gemachten Mittheilungen lassen kaum 
einen Zweifel daran iibrig, dass der in der beschriebenen Weise 
von uns dargestellte Korper Ornithursiure oder Dibenzoy|- 
ornithin war: weitere Beweise fiir diese Annahme geben die 
Resultate, welche wir bei der Spaltung dieses Korpers durch 
concentrirte Salzsiiure erhielten. Bei dieser Spaltung liefert 
die Ornithursiiure nach Jaffé’s Angaben neben einer reichlichen 
Menge von Benzoesiiure salzsaures Ornithin. Dieses Salz bleibt 
beim Eindunsten der von der ausgeschiedenen benzoesiure 
durch Filtration getrennten Fliissigkeit als syrupése, nach Zusatz 
von Alkohol krystallinisch werdende Masse zuriick. 

Wir fiihrten das Erhitzen mit Salzsiiure in solcher Weise 
aus, dass wir die Ausbeute an den dabei entstehenden Pro- 
dukten (Benzoesiiure und salzsaures Ornithin) approximativ 
bestimmen konnten. Die Ornithursiiure wurde mit concentrirter 
Salzsiiure in einem geriiumigen Kolben 10 Stunden lang am 
tiickflusskiihler erhitzt. Von der bei der Spaltung entstandenen 
Benzoesiiure sublimirte ein Theil in die Kithlréhre hinein: wir 
brachten ihn mit Hiilfe eines Glasstabs und der Spritzflasche 
in den Kolben zuriick. Nach dem Erkalten wurde die aus- 
krystallisirte Benzoesiiure auf einem Filter gesammelt, das 
Filtrat sodann im Wasserbade auf ein geringes Volumen ge- 
bracht. Beim Erkalten schied sich wieder Benzoesiure aus, 
welche mit der zuerst erhaltenen vereinigt, tiber Schwefelsiiure 
getrocknet und dann gewogen wurde; die Ausbeute betrug im 
Durchschnitt 62°!'o der Ornithursiiure. Jaffe erhielt aus der 
Ornithursiiure 64,8°/0 Benzoesiiure. Die Theorie verlangt 71,8° 0: 
es ist aber klar, dass das Aufsammeln des genannten Produkts 
nicht ohne Verlust geschehen kann. 7 

Das Filtrat von der Benzoesiiure wurde unter Wasser- 
zusatz wiederholt eingedunstet, um die tiberschiissige Salzsiiure 
und die in der Fliissigkeit noch vorhandenen Benzoesiiurereste 
moglichst vollstiindig zu entfernen. Der dabei verbliebene, nur 
schwach gefirbte Svrup, welcher das salzsaure Ornithin § ent- 
hielt, wurde mit absolutem Alkohol tibergossen. Er verwandelte 





-ehen: 
a) 4,0 gr. Ornithursiiure lieferten 1,79 gr. krystallisirtes salzs. Ornithin 
b) 3.8 


der Ornithursiiure betrug. 
Ornithursiiure 38,82 Theile Ornithin liefern. 
auch die Gewinnung dieses Spaltungsprodukts der Ornithursiiure 
nicht ohne Verlust geschehen kann: denn das salzsaure Ornithin 


etwas hinter der berechneten 





sich in 1—2 Tagen in eine farblose Krystallmasse, welche 
nach dem Abgiessen der gelb gefiirbten weingeistigen Fliissigkeil 
und Nachwaschen mit Alkohol im Exsiccator getrocknet wurde. 
Wie gross die Ausbeute war, ist aus folgenden Zahlen zu er- 


1.82 

Aus diesen Zahlen berechnet sich, unter Beriicksichtigung 
des durch Analyse bestimmten Salzsiiuregehalts des Chlor- 
hvdrats, dass die Ausbeute an Ornithin im Durchschnitt 30,5° 0 
Nach der Theorie sollen 100 Theile 
Es ist klar, dass 


ist nicht ganz unloslich in Weingeist. 

Das Chlorhydrat, welches Jaffe erhielt, als er die Orni- 
thursiiure in der beschriebenen Weise verarbeitete, war, nach 
dem Ergebniss der Analyse, nach der Formel C,H,,N,O0,,14/2 HC! 
zusammengesetzt (allerdings blhieb die gefundene Stickstoffmenge 
Die Krvystalle, welche 


zuriuck ). 
erhielten, 


schwankenden Chlorgehalt. Bei Verarbeitung eines sehr reinen 
Ornithursiiure-Priiparats resultirte ein aus ziemlich grossen, 
strahlig gruppirten Prismen bestehendes Chlorhydrat von ganz 
homogenem <Aussehen, dessen Gehalt an Stickstoff und Chlor 
der Formel C,H,,N,O0,, 2HCl entsprach, wie aus folgenden 
Angaben zu schliessen ist: 


1) 0,1200 gr. Subst. geb. 0.1674 gr. Ag. 


2 
5 


, 
“t 


ringerem Chlorgehalt 
beziiglichen Priiparaten war wenigstens das eine zweifellos 


Berechnet fiir 


py) fod 
ededio?. 


25.2 cem feuchtes N-Gas bei 21° u. 728 mm. Druck 








In anderen Versuchen erhielten wir Krystalle von ge- 
32,9°/o0 Cl). 


bezw. 


_—~ 
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nicht homogen: es war deutlich zu sehen, dass es aus zwei 
verschiedenen Krystallarten bestand. Man darf vermuthen, das- 
in diesen Fallen dem Salz C,H,,N,O,, 2HCl das anderthalb- 
fachsaure Salz (vergl. oben) oder das von Jaffé gleichfalls dar- 
gestellte Monochlorhydrat in gewisser Quantitiét beigemengt war.?) 

Das freie Ornithin konnte von Jaffe nicht  krystallisirt 
erhalten werden. Auch uns ist dies nicht gelungen. Wir ver- 
wandelten, um die freie Base zu erhalten, das Chlorhydrat 
zunachst in das Sulfat, und zwar durch Umsetzung mit der 
berechneten Menge von Silbersulfat; das Sulfat zersetzten wir 
sodann durch die berechnete Quantitéit von Barythvdrat. Die 
vom Baryumsulfat abfiltrirte Losung der freien Base wurde 
in einem U-formigen Glasrohr im CQ,-freien Luftstrom (unter 
Herstellung eines partiellen Vacuums) eingedunstet. Wir er- 
hielten einen Syrup, der sich allerdings mit einer festen Haut 
hedeckte, aber selbst nach dem Einbringen in eine Kaltemischung 
nicht Krystalle bildete. 

Das Nitrat der Base, dargestellt durch Neutralisation einer 
wiisserigen Losung der Base mit Salpetersiiure, krystallisirte, 
gleich dem von Jaffé in entsprechender Weise dargestellten 
Salz CH,.N,0,, HNO,, in Bliittern. Es liess sich auch leicht 
zum Krystallisiren bringen, indem man seine nicht zu verdiinnte, 
wiisserige Loésung mit Alkohol und Aether vermischte. Auch 
diese Thatsache steht in Uebereinstimmung mit den von Jaffe 
gemachten Beobachtungen. 

Aus den im Vorigen gemachten Mittheilungen ist mil 
Sicherheit zu) schliessen, dass bei der Spaltung des Arginins 
durch Barytwasser Ornithin entsteht. 

Das fiir unsere Versuche verwendete Arginin war theils 
aus Keimpflanzen von Lupinus luteus, theils durch Erhitzen 
von Kiweisssubstanzen mit Salzsiiure dargestellt worden. Ob 
es der einen oder der anderen Quelle entstammte, war ohne 


1) Aus einer Mittheilung F. Kutscher’s (diese Zeitschrift, Bd. XXV, 
S. 199) geht hervor, dass auch das Lysindichlorid und das Histt- 
dindichlorid nur schwierig von einer den Formeln genau entsprechenden 
Zusammensetzung zu erhalten sind; meistens findet man bei ihnen etwas 
zu wenig Salzsiiure. 
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Einfluss auf das Resultat — ein neuer Beweis fiir die Identitiit 
der aus Keimpflanzen und der aus Eiweissstoffen gewonnenen 
Arginin-Priparate. 


Darstellung von Harnstoff aus Arginin. 


Eine Bestitigung der von E. Schulze und A. Likiernik 
(loc. cit.) tiber die Entstehung von Harnstoff aus Arginin 
gemachten Angabe liess sich leicht erhalten, indem wir den 
Svrup, welcher die bei der Kinwirkung des Barythydrats auf 
Arginin entstandenen Produkte enthielt (vergl. oben), mit heissem 
Weingeist behandelten, den so erhaltenen Auszug eindunsteten 
und dem Verdampfungsriickstand concentrirte Salpetersiure 
zusetzten. Es schied sich Harnstoffnitrat aus, welches durch 
Abpressen zwischen Fliesspapier oder durch Aufstreichen auf 
eine Thonplatte von der Mutterlauge getrennt und sodann mit 
Baryumearbonat und Wasser erhitzt wurde. Der beim Ein- 
dunsten der Fliissigkeit erhaltene Riickstand gab an_heissen 
Weingeist Harnstoft ab, welcher aus der Losung in diinnen 
Prismen krystallisirte. 


Ueber die Constitution des Ornithins. 


Auf Grund der bei Analyse der Salze des Ornithins, sowie 
seiner Benzoylverbindungen erhaltenen Resultate hat Jaffé dic 
Vermuthung ausgesprochen, dass diese Base eine Diamido- 

ses} , 
valeriansiiure sei. Man kannte damals noch keine Diamido- 
fettsiuren, mit denen man das Ornithin hitte vergleichen kénnen. 
? » 
Inzwischen ist eine solche Verbindung, niimlich die Diamido- 
9 
propionsaure, von E. Klebs?) synthetisch dargestellt worden. 
Dieser Base ist das Ornithin in vielen Punkten fhnlich. Zu- 
niichst ist darauf hinzuweisen, dass die Salze der Diamido- 
propionsiiure ebenso wie die Salze des Ornithins in Wasser leicht 
loslich, dagegen in Weingeist fast unléslich sind und dass ihre 

9 > 2 2] 

concentrirten wiisserigen Losungen durch Zusatz von Weingeist 


1) Inaugural-Dissertation, Tiibingen 1894; diese Zeitschrift, Bd. XIX, 
S. 301. Die Arbeit ist im Hiifner’schen Laboratorium ausgefiihrt worden. 
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meistens zum Krystallisiren gebracht werden. Ferner zeigt sich 
grosse Aehnlichkeit im Verhalten der freien Basen gegen Fiil- 
lungsmittel. Nach den von uns angestellten Versuchen gibt 
eine verdiinnte wiisserige Losung des Ornithins folgende Re- 
actionen : 


Mit Phosphorwolframsiiure starke weisse Fiillung 


(uecksilberchlorid flockige =» 
» Mercurinitrat weilsse 
Goldchlorid gelbe > 
>» Kaliumwismuthjodid — gelbrothe > 
Kaliumquecksilberjodid 
Gerbsiiure keine 
» Pikrinsiiure Fallungen 





Nessler’schem Reagens 


Das gleiche Verhalten gegen die im Vorigen genannten 
Reagentien zeigt nach den Versuchen von Klebs die freie 
Diamidopropionsiiure in’ verdiinnter wiisseriger Loésung; doch 
wird sie auch durch Phosphormolybdiinsiiure gefiillt, wiihrend 
dieses Reagens mit Ornithin keine Fiillung gab. 

Die wiisserigen Losungen der Diamidopropionsiiure und 
des Ornithins besitzen stark alkalische Reaction: sie lésen gelbes 
Quecksilberoxyd und Kupferoxydhydrat; die so entstandenen 
Fliissigkeiten besitzen noch in sehr starker Verdiinnung alkalische 
Reaction. Die Loésungen der Kupferverbindungen sind intensiv 
blau gefiirbt. Ein Unterschied aber besteht darin, dass sowohl 
die Kupfer- wie die Quecksilberverbindung der Diamidopropion- 
siiure sich in Krystallform = iiberfiihren liisst, indem man die 
Losungen zum Syrup eindunstet und letzteren mit Weingeist 
libergiesst: bei den entsprechenden Ornithinverbindungen gelang 
uns dies nicht. 

Wie das Ornithin gibt auch die Diamidopropionsiiure nach 
den Versuchen von Klebs eine Dibenzoylverbindung, welche 
wenig lOslich in Wasser, dagegen leicht léslich in Weingeist ist. 

Die Uebereinstimmung, welche in vielen Punkten zwischen 
der Diamidopropionsiiure und dem Ornithin sich zeigt, macht 
es sehr wahrscheinlich, dass auch das letztere eine Diamido- 
fettsiiure ist; dasselbe kann aber in diesem Falle, nach den 
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bei der Analyse seiner Salze ete. erhaltenen Resultaten, nur 
eine Diamidovaleriansiiure sein. ?) 

Ist das Ornithin eine Diamidovaleriansiiure, so darf man 
erwarten, dass es durch salpetrige Siiure nach der Gleichung 
C.H,,N,O, + 2(HNO,) = C,H,,0, + 4N + 2(H,0) 
zersetzt wird: 132 Gewichtstheile Ornithin miissen also mit 
liberschiissiger salpetriger Siiure 56 Gewichtstheile freien Stick- 
stoffs liefern. Um zu priifen, ob dies der Fall sei, wendeten wir 
auf das Nitrat des Ornithins das Verfahren von R. Sachsse und 
W. Kormann?) an, welches es gestattet, die bei Zersetzung 
eines Amids durch salpetrige Siiure entwickelte Stickstoffmenge 

quantitativ zu bestimmen. Wir erhielten folgende Zahlen: 

a) 0,100 gr. Ornithinnitrat gab 28 ccm. Gas bei 229 und 726 mm. 

Druck = 0,03026 gr. N. 
b) 0,100 gr. Ornithinnitrat gab 27,5 ccm. Gas bei 229 und 728 mm 
Druck = 0,02981 gr. N. 

Da in 0,100 gr. des Nitrats 0,6769 gr. Ornithin enthalten 
sind, so haben in den vorstehenden Versuchen 132 > Theile 
Ornithin mit salpetriger Siéure im Durchschnitt 58,6 Theile 
Stickstoff entwickelt, also noch etwas mehr, als der obigen 
Gleichung entspricht.?) Dieses Resultat fiihrt zu der Annahme, 
dass das Ornithin zwei durch salpetrige Siaure = zersetzbare 
NH,-Gruppen enthiilt. 

Sind diese NH,-Gruppen an zwei benachbarte oder an 
zwel in der Kette voneinander entfernt stehende Kohlenstoffatome 
gebunden? Ein Weg zur Entscheidung dieser Frage schien 
sich aus der Thatsache zu ergeben, dass aromatische Ortho- 
diamine mit Orthodiketonen schwer lésliche Condensations- 
produkte (Chinoxalinderivate) geben. Wir brachten eine concen- 
trirte L6sung von Ornithinacetat mit einer essigsauren LOsung von 
Phenanthrenchinon zusammen, erhielten dabei aber keine 


1) Auch Klebs (loc. cit.) sieht das Ornithin als eine Diamido- 
valerianséiure an. 

2) Landwirthschaftliche Versuchsstationen. Bd. 17, S. 321. 

3) Das in den obigen Versuchen von uns in Anwendung gebraclite 
Verfahren liefert nach den sowohl von Sachsse und Kormann (loe. cit.), 
wie von Anderen gemachten Angaben in der Regel etwas zu hohe Zahlen. 
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Ausscheidung. Dies scheint zu der Schlussfolgerung zu fiihren, 
dass im Ornithinmolekiil die beiden NH,-Gruppen nicht mit 
benachbarten Kohlenstoffatomen verbunden  sind.?) 

Die Ornithinquantitét, die wir zur Zeit zur Verfiigung 
hatten, war leider nicht gross genug, um die bei Zersetzung 
dieser Base durch salpetrige Siiure wahrscheinlich entstehende 
Oxysaiure untersuchen zu kOnnen. 


Ueber die Constitution des Arginins. 


Ks ist nachgewiesen, dass bei Zersetzung des Arginins 
durch Barytwasser Harnstoff entsteht; diese Thatsache lisst 
es als modglich erscheinen, dass das Arginin ein Derivat des 
Guanidins ist. Da nun bei dieser Zersetzung neben Harnstoff 
Ornithin sich bildet und da letzteres als Diamidovalerian- 
siiure anzusehen ist, so darf es vielleicht fiir wahrscheinlich 
erkliirt werden, dass dem Arginin die Constitutionsformel 

NH, NH, 


NH = (NH CH,—CH,—CH,—CH—COOH 
zukommt.*) Das Arginin wiirde in diesem Falle ein Koérper 
sein, welcher in der Structur dem Glycocyamin und mit dem 
Kreatin ihnlich ist. Die Bildung von Harnstoff und Ornithin 
aus Arginin koOnnte nach folgender Gleichung stattfinden: 

NH, 


i 
C,H,,N,O, -+- HO = CO + C.H,,N,0, 
*y 
NH, 


Freilich betrug in unseren Versuchen die Ausbeute an 
Ornithin héchstens 40°/o der aus vorstehender Gleichung sich 





1) Allerdings ist, so viel wir wissen, bis jetzt noch nicht gepriift 
worden, wie sich aliphatische Kérper bei der obigen Reaction verhalten. 

2) Nach einer miindlichen Mittheilung, welche der eine von uns 
(KE. S.) im Sommer 1897 von dem leider bald darauf aus dem Leben 
abberufenen FE. Drechsel erhielt, theilte dieser Forscher die oben wieder- 
gegebene Anschauung iiber die Constitution des Arginins. Nach einer 
in dieser Zeitschrift, Bd. XXV, 5S. 189 gemachten Bemerkung wiirde dagegen 
A. Kossel einer Structurformel den Vorzug geben, in welcher die 6 
Kohlenstoffatome miteinander verbunden sind. 











berechnenden Quantitiit:!) es ist aber moglich, dass hier, wie 
beim Kreatin,?) die Zersetzung durch Barytwasser in zwel 
verschiedenen Richtungen verliauft. Dafiir scheint auch die That- 
sache zu sprechen, dass beim Kochen mit stiirkerem Barytwasser 
das Arginin eine betriichtlich geringere Ornithinmenge lieferte, 
als bei Befolgung der oben von uns mitgetheilten Vorschrift. 3) 

Ist diese Annahme richtig, so muss bei Zersetzung des 
Arginins durch Barytwasser neben Harnstoff und Ornithin noch 
eine andere organische Stickstoffverbindung entstehen: was 
dies aber fiir eine Verbindung ist, vermégen wir zur Zeit nicht 
zu sagen. Das Filtrat von der Ornithursiiure (vergl. oben) gab 
mit Phosphorwolframsiiure einen starken Niederschlag. Die bei 
Zerlegung dieses Niederschlags durch Barytwasser entstandene 
Lésung gab nach der Neutralisation eine starke Fiillung mit 
Mercurinitrat; doch haben wir bis jetzt aus diesen Nieder- 
schliigen einen wohlcharakterisirten Korper nicht zu isoliren 
vermocht. Dass im Filtrat von der Ornithursiiure noch unver- 
iindertes Arginin sich vorfand, ist nicht anzunehmen; denn wir 
vermochten daraus, nach nochmaligem Kochen mit Barytwasser, 
keine Ornithursiiure mehr zu gewinnen. 

bei Erorterungen, deren Gegenstand die Constitution des 
Arginins ist, verdient auch der Umstand  beriicksichtigt zu 
werden, dass beim Zusammenbringen des Arginins mit salpetriger 
Saure im Durchschnitt nur 1/3, in allen Fiillen aber weniger 
als die Halfte der Stickstoffmenge, die in der genannten Base 
sich findet, in Freiheit gesetzt wurde. 4) 


1) Die Maximalausbeute an Ornithursiiure, die wir aus Arginin 
nach der oben von uns mitgetheilten Vorschrift erhielten, entspricht einer 
Ausbeute an Ornithin, welche nahezu )°/o der nach obiger Gleichung 
berechneten Menge betrigt. 

2) Bekanntlich liefert das Kreatin beim Erhitzen mit Barytwasser 
nicht nur Harnstoff und Sarkosin, sondern auch Methylhydantoin. 

3) Allerdings wiirde diese Erscheinung auch ihre Erklaérung haben, 
wenn man annimmt, dass das Ornithin beim Erhitzen mit Barytwasser 
sich langsam zersetzt. 

4) Nach den von E. Schulze und E. Steiger (diese Zeitschrift, 
3d. XI, S. 59) angestellten Versuchen. Die beziiglichen Bestimmungen 
gaben jedoch stark schwankende Resultate. 





Besitzt das Arginin eine Structur, welche der obigen 
Formel entspricht, so wird es vielleicht méglich sein, durch 
Kinwirkung von Cyanamid auf Ornithin das Arginin syn- 
thetisch darzustellen. Wir hoffen diese Frage auf dem Wege 
des Experiments entscheiden zu kénnen, sind aber bis jetzt, 
da uns das erforderliche Material nur in beschrankter Menge 
zur Verfiigung stand, tiber Vorversuche nicht hinausgekommen. 











Zur Kenntniss der brenzcatechinahnlichen Substanz 
Nebennieren. 


Il. Mittheilung. 


Von 


Dr. Otto v. Firth, 
Assistenten des Instituts. 
(Aus dem physiologisch-chemischen Institut zu Strassburg. Neue Folge. Nr. 12.) 


(Der Redaction zugegangen am 3. August 1898.) 


Die im Folgenden mitgetheilten Beobachtungen bilden die 
Fortsetzung von Untersuchungen tiber die Natur der brenz- 
catechinihnlichen und blutdrucksteigernden Substanz in den 
Nebennieren, die ich vor Jahresfrist in dieser Zeitschrift ver- 
Olfentlicht habe. Ausgehend von der Beobachtung Herrn Pro- 
fessor Hofmeister's, dass die eisengriinende Substanz durch 
Reduction der sauren Losung an Haltbarkeit auffiillig gewinnt, 
habe ich die Versuche zur Reindarstellung der Substanz weiter- 
gefihrt und glaube jetzt einen niheren Einblick in ihre 
chemische Natur gewonnen zu haben. 

Indem ich beziiglich der iilteren Litteratur tiber diesen 
Gegenstand auf meine erwihnte Publication verweise, mdchte 
ich hier nur auf einige einschligige, neuerdings erschienene 
Arbeiten niher eingehen. 

Die eine dieser Arbeiten, welche einen namhaften Fort- 
schritt auf diesem Gebiete bedeutet, riihrt von Abel und 
Crawford’) her. Ihr Grundgedanke war die Isolirung der blut- 
drucksteigernden Substanz als Benzoylverbindung. Aus der ab- 


1) On the Bloodpressure-raising constituent of the Suprarenal 
Capsule. By John Abel and Alfred Crawford. From the John Hop- 
kins HNr. spital Boulletin 76, July, 1897. 
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getrennten Marksubstanz von Schafsnebennieren wurde nach 
vorhergehender Extraction mit Aether die eisengriinende Sub- 
stanz mit schwefelsiiurehaltigem Wasser ausgezogen, die Ex- 
tractionsfliissigkeit durch Alkohol von Eiweiss befreit und ein- 
gedampft, der Riickstand nach dem Verfahren von Schotten 
und Baumann benzoylirt, der entstandene Niederschlag mit 
Wasser gewaschen und zuerst in Alkohol, dann in Aether, 
dann wieder in Alkohol aufgenommen, endlich mit Thierkohle 
gekocht. Nach Abdunsten des Alkohols blieb ein theilweise 
krystallinisches, noch mit anderen Benzoylverbindungen  ver- 
unreinigtes Produkt zuriick. Dasselbe war unléslich in Wasser, 
verdiinnten Siiuren und Alkalien, Jéslich in Alkohol, Aether, 
Kisessig und concentrirter Schwefelsiiure. Das Filtrat der 
Benzoylfillung enthielt keine blutdrucksteigernde Substanz mehr. 
Zur Verseifung der Benzoylverbindung erwies sich, neben der 
Zersetzung mit concentrirter Schwefelsiure oder mit Natrium- 
alkoholat, ein Verfahren als zweckmissig, das darin bestand, 
die Verbindung in kochendem Eisessig gelést mit dem gleichen 
Volumen kochender 25°/oiger Schwefelsiiure 10 Minuten lang zu 
erhitzen. Nach Entfernung der Benzoesiiure aus der verdiinnten 
Losung durch Aether, der Essigsiiure durch Eindampfen, der 
Schwefelsiiure durch Bleicarbonat und nach Erschépfung mit 
Aether, Aceton und absolutem Alkohol blieb ein Riickstand 
zuriick, dessen Losung die Eisenreaction und Rothfirbung mit 
Alkali gab und ammoniakalische Silberlésung reducirte. Bei 
Zusatz von Alkali fiirbte sich die Fliissigkeit dunkelcarminroth, 
es kam zur Abscheidung dunkelrother Flocken, und es trat ein 
coniin-, dann ein pyridiniihnlicher Geruch auf. Die coniinartige 
Substanz wurde durch Aether, der Niederschlag durch Filtration 
nach Zusatz von Schwefelsiiure entfernt. Das strohgelbe Filtrat 
wurde im Vacuum eingedunstet und der Riickstand in schwachem 
Alkohol aufgenommen: die Lésung = enthielt etwas Natrium- 
sulfat und hinterliess beim Eindunsten einen strohgelben Riick- 
stand, der Ansiitze zur Krystallisation zeigte und sich physio- 
logisch sehr wirksam erwies. Die Substanz war leicht l6slich 
in Wasser und 50° oigem Alkohol, fast unldslich in absolutem 
Alkohol, ganz unléslich in Aether, Aceton, Ligroin und Chloro- 
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form; sie reagirte sauer, gab mit Jod keine Rothfarbung, mit 
Alkalien eine braunliche Fiarbung, reducirte ammoniakalische 
Silberlisung, jedoch nicht Fehling’sche Lésung. Eisenchlorid 
gab nicht mehr wie vor Entfernung der coniinartigen Substanz 
Griinfirbung, sondern ein dunkles Braun, welches auf Zusatz 
von Alkali in ein tiefes Roth tiberging. Bei der Destillation 
des Produktes mit Zinkstaub im Wasserstoffstrom wurde Pyrrol 
durch die Fichtenspahnreaction nachgewiesen; es fand sich 
ferner Trimethylamin, Benzaldehyd und Benzoesiiure. Der 
Nachweis von Pyridin gelang nicht. Der Umstand, dass Amine 
und Pyrrol auftraten, veranlasste die Autoren zur Vermuthung, 
dass die Substanz zu den Pyridinbasen gehére. Wie spiiter 
ausgefiihrt werden soll, wird diese Vermuthung durch meine 
Untersuchungen bestiitigt. Ebensowenig, wie es mir gelungen 
war, vermochten Abel und Crawford durch Kochen mit 
Salzsiiure Brenzcatechin abzuspalten und die einschliigigen An- 
gaben Miihlmann’s zu bestitigen. 

Kurz vor dem Erscheinen der Arbeit von Abel und 
Crawford veroffentlichte Moore’) eine hierhergehérige Mit- 
theilung. Er beobachtete, dass absoluter Alkohol sowohl bei 
kurzdauernder Einwirkung in der Hitze, als auch bei lang- 
dauernder Einwirkung bei Zimmertemperatur die brenzcatechin- 
iihnliche Substanz derart verindert, dass ihre physiologische 
Wirksamkeit verloren geht, wihrend die Eisenreaction noch 
erhalten bleibt. Moore folgert daraus, dass entweder eine Be- 
ziehung zwischen dem Chromogen und der physflogisch aktiven 
Substanz gar nicht bestehe, oder aber, was er fiir wahrschein- 
licher halt, dass die Blutdruckwirkung einer Gruppe im Molekiil 
eigenthiimlich ist, welche zerst6rt werden kann, ohne dass die 
chromogene Gruppe darunter leidet. Moore unterzog ferner 
eine Analyse von Krukenberg, die dieser mit einem zweifel- 
los unreinen, durch Zersetzung einer Fiillung mit basischem 
Blei vermittelst Oxalsiiure gewonnenen Priiparate ausgefiihrt 





1) On the Chromogen and on the active physiological Substance 
of the suprarenal Gland by B. Moore. From the Physiol. Laboratory 
of University College London. Journ. of Physiology, Bd. XXI. 1897. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, XXVI. 
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hatte, ohne eine Formel aus seinen Zahlen abzuleiten, einer 
kritischen Priifung und fand, dass Krukenberg’s Zahlen 
einer Zusammensetzung C,H,,NO,!) anniihernd entsprechen. In 
dieser’ Formel ist das Verhiiltniss zwischen Kohlenstoff und 
Stickstoff dasselbe wie im Pyridin. Dieser Umstand_ brachte 
Moore auf die Vermuthung, die wirksame Substanz kénne ein 
Pyridinderivat sein, und als er nun etwas Nebennierenextract 
vorsichtig mit Kali schmolz, trat) wirklich der Pvridingeruch 
auf: da Pyridin auch aus Eiweisskorpern erhalten wird, zieht 
der Autor aus seinem Befunde keinen bestimmten Schluss, hiilt 
es aber immerhin fiir wahrscheinlich, dass Nebennierenextract 
ein Pyridinderivat enthalte: er verweist darauf, dass Pyridin 
selbst nach Lauder-Brunton zwar blutdruckherabsetzend 
wirke: dagegen wirkt intravenéds gegeben, sowohl Nicotin, das 
neben einem Pyridinkern einen Piperidinring enthiilt, als auch, 
wie Moore und kurz vor ihm Tunicliffe?) fand, das Pipe- 





ridin stark blutdrucksteigernd : das Piperidin verliert, analog 
wie die Nebennierensubstanz, durch Oxydation seine physio- 
logische Wirksamkeit. So gelangt also der Autor zur Vermuthung, 
die blutdrucksteigernde Substanz sei ein Pyridinderivat, das 
einen ganz oder theilweise reducirten Kern enthiilt. 

Weiterhin hat Metzger®) unter Giirber’s Leitung den 
Versuch gemacht, die blutdrucksteigernde Substanz aus Neben- 
nieren rein darzustellen. Zu diesem Zwecke extrahirte er Neben- 
nieren mit verdiinnter WeinsiiurelOsung und dampfte die Extracte 
mit Bimsstein zur Trockne ein. Der Riickstand wurde tagelang 
mit Aether im Soxhlet extrahirt. Die gewonnene iitherlosliche 
Substanz gab keine deuthche Eisenreaction, dabei setzte sich 
an der Wand des Aetherkélbchens eine weisse Masse an, dic 





in Wasser und heissem Alkohol léslich war, mit Eisenchlorid 
Griinfiirbung, mit Goldchlorid in saurer Losung Reduction gab 
und sich physiologisch sehr wirksam erwies. Aus der alkoho- 


1) Die Formel C,H,,NO, ist unmoéglich; sie sollte richtiger CJH,,NO, 
oder CoH,.NO, lauten. 

*) Tunicliffe, Centralblatt fiir Physiologie, 8. Mirz 1897. 

3) Ludw. Metzger, Zur Kenntniss der wirksamen Substanzen der 
Nebennieren, Inaugural-Dissertation, Wiirzburg 1897. 
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lischen Lésung schieden sich beim Eindunsten im Vacuum 
kugelformige Krystallgruppen ab, die, wie Metzger meint, 
einerseits grosse Aehnlichkeit mit Leucinkugeln zeigten, aber 
niemals, wie das beim Leucin der Fall ist, Zwillingskugeln 
hildeten». Nach dem Erschépfen mit Aether wurde mit Alkohol 
extrahirt und die eingeengte Lésung in die 5Ofache Menge 
Aether gegossen. Die so erhaltene harzige, gelbe Masse ent- 
hielt Stickstoff und Schwefel, erwies sich als unldslich in 
kaltem, léslich in heissem absoluten Alkohol, aus dem. sie 
heim Erkalten wieder ausfiel. Die wiisserige LOsung gab schdne 
Kisenreaction, reducirte Goldchlorid und war physiologisch sehr 
wirksam. Sowohl Eisenreaction als physiologische Activitit 
gingen nach mehrtigigem Stehen an der Luft verloren. Nach 
jfterem Eindampfen blieb eine fettige, in Wasser und Aether 
unlésliche Masse zuriick. Metzger weist, ebenso wie ich und 
Abel, auf die Unrichtigkeit der Angabe Miihlmann’s hin, dass 
durch Salzsiiure aus Nebennierenextracten brenzcatechin ab- 
gespalten werde. 

Er berichtet ferner iiber die sehr interessante Beobachtung 
Giirber’s, dass sich die Trockensubstanz von Nebennieren- 
extracten beim Erhitzen auf 140° unter Entwicklung blei- 
schwiirzender, tbelriechender Gase derart veriindert, dass sie 
nicht mehr blutdrucksteigernd, sondern umgekehrt blutdruck- 
erniedrigend wirkt. Das so erhaltene, sehr giftige Produkt er- 
wies sich, zum Unterschiede von der blutdrucksteigernden Sub- 
stanz, loslich in kaltem absoluten Alkohol und gab = ausser 
einer schwachen Schmutziggriinfirbung mit Eisenchlorid keine 
der Reaetionen der blutdrucksteigernden Substanz mehr. 

Endlich wiire noch zu erwihnen, dass Raciewsky im 
berliner pharmakologischen Institut die Reindarstellung der 
eisengriinenden Substanz aus Nebennieren versucht und _ sich, 
ebenso wie ich es seiner Zeit gethan habe, zu diesem Zwecke 
der Fiillung mit ammoniakalischem Blei bedient hat. Da mir 
die Untersuchung nur aus einem Zeitungsbericht iiber einen 
it der Hufeland’schen Gesellschaft in Berlin gehaltenen Vortrag '!) 


1) Berliner klinische Wochenschrift. Juni 1898. 
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bekannt geworden ist, bin ich nicht in der Lage, Niheres 
dariiber mitzutheilen. 


I. Versuche zur Isolirung. 


Nach zahlreichen Versuchen, die eisengriinende, blutdruck- 
steigernde Substanz in intactem Zustande zu isoliren, erwies 
sich mir folgendes Verfahren als das zweckmissigste: 

Die frischen, sauber priparirten Nebennieren !) werden zer- 
kleinert und bei Zimmertemperatur mit 5°/oiger Zinksulfatlésung 
wiederholt extrahirt. Bei scharfem Abpressen genigt zwei- 
malige Erneuerung der Extractionsfliissigkeit, vorausgesetzt, 
dass jede Portion 12—24 Stunden mit den Nebennieren in 
Berthrung bleibt. Das colirte Extract wird am Wasserbade 
eingeengt, von den gebildeten Eiweissgerinnseln abfiltrirt und das 
dunkelbraune Filtrat nun mit einem Ueberschuss von Ammoniak 
versetzt, wobei ein gelbbraun gefirbter Niederschlag entsteht; 
eventuell wird noch weiter Zinksulfat und sodann Ammoniak 
zugesetzt, solange der entstehende Niederschlag noch stark 
gefiirbt erscheint. Der Niederschlag wird durch Decantation 
mit Wasser, dann auf dem Filter mit Wasser und Alkohol 
griindlich gewaschen, wobei viel eisengriinende Substanz in die 
Waschfliissigkeit tibergeht, sodann in 95°/oigem Alkohol suspendirt 
und durch Zusatz von Schwefelsiure bis zur bleibend sauren 
Reaction zersetzt. Das massenhaft ausgeschiedene Zinksulfat 
wird abfiltrit, das saure Filtrat durch kurzdauerndes Kochen 
mit Zinkstaub reducirt, wobei die braune Farbung schnell in 
eine weingelbe iibergeht; sodann wird mit Zinkoxyd neutralisirt 
uud heiss filtrirt. Das Filtrat wird mit viel Alkohol und dem 
halben Volumen Aether versetzt und zur vollstaéndigen Ab- 
scheidung des Zinksulfats und anderer etwa beigemengter Salze 
einen Tag im Eisschranke belassen. Dann wird filtrirt, ein- 
gedampft und der firnissartige Riickstand in gewiinschter Con- 
centration in Wasser geldst. | 





1) Wihrend ich meine friiheren Untersuchungen mit Schweins- 
nebennieren ausgefiihrt habe, arbeitete ich bei den folgenden Versuchen 
ausschliesslich mit Rindsnebennieren. 
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Das Verfahren kann in der Weise modificirt werden, dass 
die Reduction mit Zinkstaub vor der Fallung mit Ammoniak 
erfolgt; in diesem Falle wird mit Zinkoxyd neutralisirt, heiss 
filtrirt!) und das zinkhaltige Filtrat mit Ammoniak zersetzt. 

Die Ausbeute, welche dieses Verfahren liefert, wird durch 
den Umstand beeintrichtigt, dass einerseits die Fiallung der 
eisengriinenden Substanz als Zinkverbindung eine nichts weniger 
als vollstiindige ist, dass andererseits ein Theil des Niederschlages 
beim Auswaschen wieder in Lésung geht: ich vermochte aus 
2) Rindsnebennieren nur etwa 0,5 gr. der brenzcatechin- 
iihnlichen Substanz zu gewinnen. 


Dort, wo es sich um Darstellung dieser Letzteren zu physiologischen 
Zwecken handelt und wo man auf die vollstindige Entfernung des 
Inosits verzichten will, kann man sich mit Nutzen einer anderen Methode 
bedienen, welche auf der vollstindigen Fillbarkeit der eisengriinenden 
Substanz durch ammoniakalisches Blei beruht. Man verfahrt zu diesem 
Zwecke folgendermassen: Die Nebennieren werden mit Zinksulfatlésung 
extrahirt, doch empfiehlt es sich hier, dieselbe weniger stark, von etwa 
lov Gehalt, zu wiihlen. Die eingeengte und von Eiweiss befreite Ex- 
tractionsfliissigkeit wird mit einem Ueberschuss von neutralem Bleiacetat 
gefiillt; aus dem Filtrate wird durch ammoniakalisches Blei die eisen- 
griinende Substanz niedergeschlagen. Der Niederschlag wird gewaschen, 
sodann in 95° oigem Alkohol suspendirt und durch einen Ueberschuss von 
Schwefelsdiure zersetzt. Das schwefelsaure Blei wird abfiltrirt, die saure 
Losung durch kurzdauerndes Kochen mit Zinkstaub reducirt, mit Zinkoxyd 
neutralisirt, das Filtrat mit so viel Alkohol versetzt, dass es beim Er- 
kalten nicht zur Abscheidung dunkler Flocken kommt, sodann das halbe 

1) Die nach Neutralisation der Reductionsfliissigkeit mit Zinkoxyd 
erhaltenen Filtrate von charakteristischem Geruche zeigten ein sehr auf- 
fallendes Verhalten; beim Erkalten ging die weingelbe Farbe in ein schénes 
Violettroth iiber, um bei neuerlichem Erhitzen wieder zu verschwinden. 
Auf Zusatz von Alkohol zu der erkalteten Fliissigkeit entstanden violette 
Flocken, die sich in Wasser und verdiinnter Siure leicht listen. Wurde 
die alkoholische Fliissigkeit dagegen aufgekocht, so ging nur ein Theil 
der Flocken in Lésung, wihrend sich eine dunkelbraune zihfliissige 
Schicht am Boden des Gefisses absetzte. Dabei ging viel eisengriinende 
Substanz in ein wasserunlisliches Umwandlungsprodukt tiber. Die Un- 
kenntniss letzterer Thatsache hat mir in manchen meiner Versuche, bei 
denen ich die mit Zinkoxyd, Zinkcarbonat oder Baryumcarbonat neutra- 
lisirten Reductionsfliissigkeiten zur Trockne dampfte und die Riickstinde 
tit starkem Alkohol auskochte, sehr grosse Verluste verursacht. 
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Volumen Aether zugefiigt, einen Tag im Eisschranke stehen gelassen, filtrirt 
und endlich eingedampft. 

Die Eigenschaften der so isolirten Substanz stimmen 
im Allgemeinen mit jenen iiberein, welche ich in meiner ersten 
Mittheilung als fiir die brenzcatechinéhnliche Substanz charak- 
teristisch angefiihrt habe. Ein Unterschied besteht nur im 
Verhalten gegen Eisenchlorid und in ihrer Haltbarkeit. Eisen- 
chlorid bewirkt bei saurer Reaction eine smaragdgriine Farbung, 
welche bei vorsichtigem Zusatz von Alkali der Reihe nach in 
Blaugriin, Stahlblau, Amethystblau und schliesslich in ein pracht- 
volles Carminroth iibergeht ; durch allmahlichen Zusatz von Siiure 
kann man jetzt die gesammte Farbenfolge in umgekehrter 
‘eilhenfolge produciren und dieses Spiel beliebig oft wieder- 
holen. Bei der nach dem alten Verfahren dargestellten Sub- 
stanz konnte zwar der allmiihliche Uebergang von Griin in Roth 
beobachtet werden; die Umkehr von Roth in Griin gelang 
jedoch nicht, offenbar weil die Substanz bei alkalischer Reaction 
in Gegenwart von Ejisenchlorid bereits eine tiefgehende Ver- 
iinderung erfahren hatte: tiberdies wurden die schénen blauen 
Zwischentone nicht beobachtet, die sich mit dem nach dem 
Reductionsverfahren dargestellten Priiparate in bequemster 
Weise demonstriren lassen, wenn man die angesiiuerte und mit 
wenig Eisenchlorid versetzte Loésung vorsichtig mit verdiinntem 
Ammoniumearbonat schichtet: man erhilt so die schéne Er- 
scheinung einer Reihe von Ringen in der oben angegebenen 
Farbenfolge. Die weit gréssere Haltbarkeit geht schon aus dein 
Angeftihrten hervor. Die Substanz konnte bei saurer und 
neutraler Reaction eingedampft, ja sogar mit schwiacheren 
Alkalien kurze Zeit gekocht werden, ohne ihre charakteristischen 
Kigenschaften einzubiissen. 

Theilt man eine Portion frischer zerkleinerter Nebennieren in zwe! 
Hiilften, versetzt die eine derselben mit Wasser, die andere mit Zink- 
sulfatlisung und kocht nun beide auf, so ergibt sich, dass das 
wiisserige Extract nur relativ wenig eisengriinende Substanz enthilt, 
und dass diese die nicht modificirte Eisenreaction gibt, wiihrend der 
Zinksulfatauszug die Eisenreaction viel stirker und in der fiir das 
Reductionsprodukt charakteristischen Weise gibt. Diese Beobachtung 
spricht fiir die Annahme, dass die reducirte Verbindung die praformirte 
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st und erst durch secundiire oxydative Einfliisse, bei denen vielleicht 
das oxydative Ferment eine Rolle spielt, in die andere Form iibergeht, 
Jass somit die Reduction die urspriingliche Modification wieder herzu- 
stellen vermag. 


Durch eine Reihe im hiesigen pharmakologischen Institute 
in Gemeinschatt mit Herrn Privatdocent Dr. Gerhardt aus- 
vefiihrter Blutdruckversuche wurde ein nach der Zinkmethode 
dargestelltes Priiparat auf seine physiologische Wirksamkeit 
vepriift. Dieselbe erwies sich als ausserordentlich intensiv. 
Dosen von /4o megr., intravends beigebracht, trieben den Blut- 
druck noch kriéftig in die Hohe. Bei einem = Kaninchen. 
dessen Blutdruck zu Beginn des Versuches 114 mm. betrug. 
stieg derselbe nach intravendser Injection von O,00005_ gr. 
auf 184 mm, um nach kurzer Zeit wieder zur Norm zuriick- 
zukehren; eine folgende Injection von 0,000025 gr. trieb ihn 
auf 166 mm. empor. Bei demselben Thiere wurde durch Ein- 
athmung von Amylnitrit der Druck auf 80 mm. herabgesetzt: 
Injection von 0,00005 gr. bewirkte trotz fortgesetzter Amylnitrit- 
einathmung sofortigen Anstieg auf 166 mm.: nach weiterer 
Herabsetzung des Blutdrucks auf 60 mm. wurde er durch eine 
Dosis von 0,000025 gr. auf 114 mm. erhdht. Ber Anwendung 
grosserer Dosen waren die absoluten Werthe, welche der Blut- 
druck erreichte, noch grésser: so stieg bei einem Kaninchen 
nach Injection von 0,0002 gr. der Druck von 120 auf 180 mm., 
um nach einigen Minuten bis zu 110 mm. abzusinken: nun- 
mehrige Injection von 0,0005 gr. trieb den Druck bis aut 
190 mm. empor; derselbe sank darauf bis zu 88 mm. herab. 
Wiihrend bei sehr kleinen Dosen die Curve einen regelmiissigen 
Verlauf zeigte und nach Abklingen der Wirkung nicht unter 
die Norm sank, war dies bei grésseren Dosen der Fall. Die 
Curve zeigte auf der Hohe der Wirkung starke Unregelmiissig- 
keiten unter miichtigem Hervortreten von Vaguspulsen. Bei 
dem letzterwihnten Versuche stieg nach beiderseitiger Vagus- 
durchschneidung der Druck von 88 mm. auf 122 mm. an; nun- 
mehr bewirkten aufeinanderfolgende Injectionen von O,O001, 
1.0002 und 0,00005 Anstiege auf 178, 178 und 164 mm. Aehn- 
lich wie es Gottlieb seiner Zeit beobachtet hat, konnte bei 
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einem Kaninchen, dessen Blutdruck durch Chloroformwirkung 
auf 24 mm. abgesunken war und dessen Herz nur mehr ganz 
schwach pulsirte, durch intravenése Injection von 0,0004 gr. 
bei gleichzeitiger Einleitung kiinstlicher Athmung der Druck 
binnen 35 Secunden auf 130 mm., also um 106 mm. in die 
Hohe getrieben werden. Die Dauer der Wirkung einer ein- 
zelncn Injection hing von der Menge der injicirten Substanz 
ab, uberschritt aber niemals die Dauer weniger Minuten. Da- 
gegen gelang es, durch sehr langsames Einfliessenlassen einer 
stark verdiinnten Lésung aus einer Biirette in die Jugularvene 
den Druck lange Zeit auf der Hohe zu erhalten. Bei einem 
Kaninchen, dessen Blutdruck zu Beginn des Versuches 104 mm. 
betrug, wurde eine Dosis von 0,005 gr., in 109 ccm. physio- 
logischer Kochsalzlésung gelést, im Laufe von einer Stunde 


injicirt: der Druck wurde so im Laufe von 45 Minuten auf 


der Héhe von 144—146 mm. bei ausserordentlich regelmissiger 
Herzaction gehalten, dann begann der Druck langsam abzu- 
sinken: nach Ablauf einer Stunde betrug er aber immer noch 
130 mm. Nach Sistirung der Injection nahm der Druck den 
Anfangswerth von 104 mm. wieder an. Dieselbe Dosis von 
0,005 gr., einem Kaninchen auf einmal injicirt, bewirkte einen 
michtigen Anstieg des Druckes und sodann plotzlichen Tod: 
bei subeutaner Application dieses Quantums war an der Blut- 
druckcurve gar kein Effect zu bemerken. Bei einem Kaninchen 
wurde durch intravendse Infusion einer verdiinnten Kalium- 
chloridlésung der Blutdruck nahezu bis zur Abscisse herab- 
gesetzt, wobei das Herz nur mehr seltene, ganz schwache 
Contractionen ausfiihrte; die Injection einer grossen Dosis des 
Priiparats trieb ihn momentan bis hoch tiber die Norm empor, 
und nunmehr gelang es, durch langsame Infusion einer stark 
verdiinnten Loésung aus einer Biirette den Druck mehr als 
20 Minuten iiber der Norm zu erhalten. Sobald aber die In- 
fusion auch nur fiir kurze Zeit unterbrochen wurde,.,sank der 
Druck alsbald zu gefahrdrohender Tiefe ab, um bei neuerlicher 
Infusion wieder prompt anzusteigen. Als schliesslich die In- 
fusion sistirt wurde, starb das Thier innerhalb weniger 
Augenblicke. 








II. Benzoylirungsversuche. 


Da die Eisenreaction der blutdrucksteigernden Substanz 
auf die Anwesenheit von zwei Hydroxylgruppen an einem ring- 
(ormigen Kerne hinweist, habe ich sie zu benzoyliren versucht. 

Ein solcher Versuch war bereits von Frink! ausgefiihrt 
worden; er léste sein Sphygmogenin in Pyridin, schiittelte mit 
Benzoylchlorid und erhielt so einen den Gefasswinden anhaf- 
tenden, in Aether, Alkohol und Aceton léslichen Syrup, tiber 
dessen Eigenschaften Nichts mitgetheilt wird. 

Die Eingangs erwahnten Untersuchungen von Abel und 
Crawford, deren Ergebnisse sich in vielen Punkten mit den 
meinigen decken, gelangten erst zu einer Zeit zu meiner 
Kenntniss, als nachstehende Versuche bereits im Gange waren. 

Da die Empfindlichkeit der eisengriinenden Substanz gegen 
Alkali die Anwendbarkeit des Schotten-Baumann schen 
Verfahrens mit Benutzung starker Natronlauge fraglich er- 
scheinen liess, bediente ich mich anfinglich einer von Bam- 
berger') herrihrenden Modification dieser Methode, welche 
darin besteht, dass die Natronlauge durch Natriumcarbonat 
ersetzt wird. 

100 frische Rindsnebennieren wurden zerkleinert wiederholt mit 
Wasser extrahirt; die colirte und filtrirte Fliissigkeit wurde mit Schwefel- 
siiure (25 ccm. 20°/oige Schwefelsiure: 500 ccm. Fliissigkeit) und mit Zink- 
staub versetzt und 2 Stunden am Sandbade erhitzt, sodann mit kohlen- 
saurem Zink neutralisirt und heiss filtrirt. Das weingelbe Filtrat farbte 
sich beim Erkalten violettroth; dasselbe wurde eingedampft. der Riick- 
stand mit heissem Alkohol extrahirt. Die alkoholische Lésung hinterliess 
beim Eindampfen einen rothbraunen Syrup, in dem es nach mehrtaigigem 
Stehen zur Abscheidung zahlreicher farbloser Krystalle kam. Dieselben 
wurden durch wiederholte Behandlung mit Methylalkohol, welcher sie unge- 
list liess, abgetrennt; die alkcholische Losung wurde nun bei gelinder Wairme 
eingedunstet, der Riickstand in wenig Wasser gelést und mit 10 ccm. 
einer 15°/oigen Sodalésung versetzt. Dabei entstand, genau wie es auch 
Abel beobachtet hat, ein reichlicher grobflockiger, brauner Niederschlag, 
wahrend ein starker, an Coniin erinnernder Geruch sich bemerkbar 


1) Meyer und Jakobson, Lehrbuch der organ. Chemie. 2. Bd. 
2. Abth. p. 546. 





































machte:!) der Niederschlag wurde abfiltrirt und das rothbraun gefiirbte 
Filtrat mit 5 ccm. reinen Benzoylchlorids '/s Stunde lang geschiittelt; es 
kam zur Abscheidung schwach gefiirbter Flocken, die sich gut absetzten 
und durch Filtration abtrennen lessen. Das Filtrat wurde mit sovie| 
Natronlauge versetzt, dass der Gehalt 10°%o betrug; dann wurde neuer- 
dings mit Benzoylchlorid bis zum Verschwinden des stechenden Geruchs 
geschiittelt, wobei es wiederum zur Bildung eines Niederschlags kam. 
Wurde dieser nunmehr abfiltrirt, das Filtrat mit Salzsiure neutralisirt 
und zur Entfernung der Benzoesiiure mit Aether ausgeschiittelt, so gab 
die so erhaltene gelbe LOsung weder eine Reaction mit Eisenchlorid noch 
mit ammoniakalischer Silberl6sung mehr. 

Da sich sonach die im ersten Versuche angewandte Alkalimenge 
als unzureichend erwiesen hatte, wurden in anderen Versuchen weit 
grossere Mengen Natriumcarbonat zur Anwendung gebracht (z. B. 100 cem. 
einer 30% oigen Sodalésung zur Verarbeitung des aus 100 Rindsnebennieren 
vewonnenen Rohproduktes). 


Wiederholte Male bediente ich mich auch des urspriing- 
lichen Schotten-Baumann schen Verfahrens, wobei ich die 
Menge der angewandten Natronlauge und des Benzoylchlorids 





in jenem Verhiiltnisse zur Anwendung brachte, wie es von 
Skraup?) zur Benzovlirung mehrwerthiger Phenole empfohlen 





worden ist: so z. B. wurde 0,5 gr. des Rohprodukts, das durch 


. ein dem obigen analoges Verfahren hergestellt worden war, 4 
al in 20 com. Wasser geldst, die Lésung mit 20 cem. einer F 





10° oigen Natronlauge und 2 ccm. Benzoylehlorid versetzt und 
die Mischung bis zum Verschwinden des stechenden Geruchs etwa 
le Stunde lang geschiittelt. Bei Anwendung von Natronlauge 
in der genannten Concentration kam es nicht zur Bildung eines 
Niederschlags beim Zusatze des Alkali: wohl aber trat, wiihrend 
die Fliissigkeit eine dunkelbraune Firbung annahm, der cha- 
rakteristische coniinartige Geruch auf. *) 

Behufs weiterer Reinigung des so erhaltenen Benzovyl- 
produktes wurden die Niederschliige mit Wasser gewaschen: 
da dieselben Neigung zeigten, auf dem Filter zu einer Oligen 





Masse zu zertliessen, erwies es sich zweckmiissiger, das Aus- 
waschen durch Decantation im Spitzglase vorzunehmen. Das 
i a 








1) Monatshefte fiir Chemie. Bd. 10, 389. 
2, Ich habe die coniinartige Substanz nicht niher untersucht, da 
Abel sich die weitere Bearbeitung derselben vorbehalten hat. 
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Qel erstarrte beim Stehen im Eisschranke unter Wasser zu 
einer gelblichen, wachsartigen Masse. Dieselbe erwies sich 
ziemlich leicht léslich in Alkohol und Aether, sehr leicht lOslich 
in Aceton, Chloroform, Benzol und Eisessig, kaum_ lOslich in 
Petroliither. Beim langsamen Eindunsten der kalt’ bereiteten 
Lisungen hinterblieb stets ein gelbrother Syrup, der auch bei 
langdauerndem Stehen im Vacuum iiber Schwefelsiiure keine 
Neigung zur Krvystallisation zeigte: ebenso wurde die Substanz 
in Form eines Syrups erhalten durch Fiillung der alkoholischen 
Lisung mit Wasser, sowie beim langsamen Abdunsten des 
Alkohols aus einer wiisserig alkoholischen Loésung. Petroliither 
<chied dieselbe aus alkoholischer Loésung in Form eines durch- 
sichtigen réthlich-gelben Oeles ab. 

Kin weiterer Versuch, zu einem reineren Priiparate zu 
gelangen, bestand darin, dass eines der in vorangefiihrter Art 
dargestellten Priiparate in starker Natronlauge gelOst und neuer- 
lich mit Benzoylchlorid geschiittelt wurde, um die wihrend 
der vorhergehenden Manipulationen etwa abgespaltenen Ben- 
zovlgruppen zu ersetzen. Es kam zur Abscheidung einer oligen 
Masse: diese wurde mit Wasser gewaschen, in Alkohol bet 
Zimmertemperatur gel6st und die Lésung durch Zusatz von 
Wasser gefiillt. Der Syrup, der sich nach liingerem Stehen 
klar abgesetzt hatte, wurde nun neuerdings in Alkohol gelost 
und die Lésung ins Vacuum iiber Schwefelsiiure gestellt. Es 
blieb eine gelbe Masse von Paraffinconsistenz zuriick, welche 
auch nach monatelangem Stehen keine Spur von Krystallisation 
zeigte. 

Der Versuch, das Benzoylprodukt in krystallinischer Form 
zu erhalten, blieb stets erfolglos. Sobald man die in irgend 
einer Art erhaltenen Losungen liingere Zeit erhitzte, insbeson- 
dere aber wenn man dieselben eindampfte, fand sich der zu- 
riickgebliebene Syrup durchsetzt von zahlreichen Krystallen, 
die sich als Benzoesiiure erwiesen. 

Zur Verseifung der Benzoviverbindungen bediente 
ich mich wie Abel der Einwirkung von Schwefelsiiure. Wurde 
das Benzovlprodukt unter strenger Kiihlung in) concentrirter 
Schwefelsiiure gelést, so gab das von Benzoesiiure befreite und 
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genau neutralisirte Produkt keine Eisenreaction mehr, wohl 
aber auffallender Weise auf Zusatz von Natronlauge, Ammoniak 
oder Ammoniumcarbonat eine schdne rosenrothe Farbung und 
Reduction von ammoniakalischer Silberldsung. Wurde_= die 
Spaltung des Benzoylprodukts nach Abel mit kochender 25° oiger 
schwefelsiure in Eisessigldsung vorgenommen, so _resultirte 
nach entsprechender Reinigung ein Produkt, das die Reactionen 
der urspriinglichen Substanz, doch nicht in charakteristischer 
Reinheit, zeigte. Eisenchlorid gab nach Zusatz von Ammonium- 
carbonat bis zur alkalischen Reaction eine intensiv rothbraune 
Fiirbung; vorsichtiges Ansiaiuern mit verdiinnter Essigsiiure be- 
wirkte Umschlag in Olivenbraun; neuerlicher Zusatz von Alkali 
liess die intensive rothbraune Fiirbung wieder hervortreten. 
Auch hier war auf Zusatz von Ammoniak, Ammoniumcarbonat 
oder Natronlauge eine schine rosenrothe Fiirbung zu beobachten. 
Ammoniakalische Silberl6sung wurde beim Kochen augenblick- 
lich reducirt. Eine Priifung der physiologischen Wirksamkeit 
habe ich nicht vorgenommen. 


Ill. Acetylirungsversuche. 

Da die geringe Haltbarkeit und Olige Consistenz der dar- 
gestellten Benzoylverbindungen mir weitere Versuche, dieselben 
in analysenfiihiger Form zu erhalten, wenig aussichtsvoll er- 
scheinen liessen, bemiihte ich mich, dies auf einem anderen Wege 
zu erreichen. Einen solchen glaube ich in der Anwendung 
des Acetylirungsverfahrens gefunden zu haben. Diese Methode 
in Combination mit dem von Professor Hofmeister aufgefun- 
denen Reductionsverfahren legte ich meinen weiteren Ver- 
suchen zu Grunde. Ich habe im Ganzen 11 Priaparate aut 
diesem Wege dargestellt und zur Feststellung der Eigenschaften 
und der Zusammensetzung der brenzcatechiniéhnlichen Sub- 
stanz benutzt. | 

Priparat I. 

200 frische Rindsnebennieren wurden mit Wasser ex- 
trahirt: die filtrirte Extractionsfliissigkeit wurde mit verdiinnter 
Schwetelsiiure und Zinkstaub erhitzt, mit Zinkoxyd neutralisirt, 
filtrirt, eingedampft; der Riickstand wurde mit heissem Alkohol 
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extrahirt und dieser durch Eindampfen vertrieben. Das so 
erhaltene syrupdse Rohprodukt im Gewicht von etwa 8 gr. 
wurde mit der gleichen Gewichtsmenge feingepulverten, ent- 
wiisserten Natriumacetats und mit 50 ccm. Essigsiureanhydrid 
iiber Nacht bei Zimmertemperatur stehen gelassen; sodann 
wurde das Gemenge in einem K6élbchen unter Riickfluss iiber 
freier Flamme 20 Minuten in lebhaftem Kochen erhalten. Die 
-¢ erhaltene klare, rothbraune Lésung erstarrte beim Erkalten 
in Folge reichlicher Abscheidung von Natriumacetatkrystallen. 
Dieselben wurden durch Zusatz des vierfachen Volumens Wasser 
in Lésung gebracht. Sodann wurde die dunkelrothbraune saure 
Lisung im Scheidetrichter mit Chloroform ausgeschiittelt; die 
wiisserige Schicht entfiirbte sich schnell, wiahrend das Chloro- 
form den rothbraunen Farbstoff mit grosser Intensitét in sich 
aufnahm; dreimaliges Ausschiitteln mit Chloroform geniigte, 
um die wiasserige Schicht bis auf einen Stich ins Gelbe zu 
entfirben. Die abgetrennten und vereinigten Chloroformextracte 
wurden nunmehr durch wiederholtes und andauerndes Aus- 
<chiitteln mit viel Wasser gereinigt und schliesslich bei 40° 
eingedunstet. Als Riickstand blieb eine rothbraune syrupdse 
Substanz von eigenthiimlichem Geruch. Dieselbe zeigte fol- 
gendes Verhalten. 

Sie war leicht léslich in absolutem Alkohol, Essigiither, 
Chloroform und Eisessig, schwerer in Aether, kaum léstich in 
Wasser, Benzol und Petroliither:; aus ihrer Lésung in Alkohol, 
Chloroform oder Essigiither wurde sie durch Zusatz von Petrol- 
ither, aus der essigsauren Lésung durch Neutralisation mit 
Ammoniumearbonat gefiilt. 

Eine alkoholische Loésung gab mit Eisenchlorid keine 
Firbung. Wurde eine Lésung in Chloroform mit etwas ver- 
diinntem Ammoniak versetzt und aufgekocht, so bemerkte man 
eine Entfarbung der Chloroformschicht, wihrend die wisserige 
Schicht eine gelbe Farbung annahm: wurde die letztere nun- 
mehr abgehoben und mit verdiinntem Eisenchlorid versetzt, so 
entstand eine prachtvolle carminrothe Fiirbung, welche auf 
vorsichtigen Zusatz von verdiinnter Essigsiiure den fir die 
reducirte Substanz charakteristischen Uebergang in Griin mit 
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genau neutralisirte Produkt keine Eisenreaction mehr, wohl 
aber auffallender Weise auf Zusatz von Natronlauge, Ammoniak 
oder Ammoniumearbonat eine schéne rosenrothe Farbung und 
Reduction von ammoniakalischer Silberl6sung. Wurde die 
Spaltung des Benzoylprodukts nach Abel mit kochender 25° oiger 
Schwefelsiiure in Eisessigldsung vorgenommen, so_resultirte 
nach entsprechender Reinigung ein Produkt, das die Reactionen 
der urspriinglichen Substanz, doch nicht in charakteristischer 
Reinheit, zeigte. Eisenchlorid gab nach Zusatz von Ammonium- 
carbonat bis zur alkalischen Reaction eine intensiv rothbraune 
Fiirbung; vorsichtiges Ansiiuern mit verdiinnter Essigsaure be- 
wirkte Umschlag in Olivenbraun; neuerlicher Zusatz von Alkali 
liess die intensive rothbraune Fiirbung wieder hervortreten. 
Auch hier war auf Zusatz von Ammoniak, Ammoniumcarbonat 
oder Natronlauge eine schéne rosenrothe Farbung zu beobachten. 
Ammoniakalische Silberldsung wurde beim Kochen augenblick- 
lich reducirt. Eine Priifung der physiologischen Wirksamkeit 
habe ich nicht vorgenommen. 


Ill. Acetylirungsversuche. 

Da die geringe Haltbarkeit und Olige Consistenz der dar- 
gestellten Benzoylverbindungen mir weitere Versuche, dieselben 
in analysenfihiger Form zu erhalten, wenig aussichtsvoll er- 
scheinen liessen, bemiihte ich mich, dies auf einem anderen Wege 
zu erreichen. Einen solchen glaube ich in der Anwendung 
des Acetylirungsverfahrens gefunden zu haben. Diese Methode 
in Combination mit dem von Professor Hofmeister aufgefun- 
denen Reductionsverfahren legte ich meinen weiteren Ver- 
suchen zu Grunde. Ich habe im Ganzen 11 Priaparate auf 
diesem Wege dargestellt und zur Feststellung der Eigenschaften 
und der Zusammensetzung der brenzcatechiniéhnlichen Sub- 
stanz benutzt. 

Praparat I. 

200 frische Rindsnebennieren wurden mit Wasser ex- 
trahirt: die filtrirte Extractionsfliissigkeit wurde mit verdiinnter 
Schwetelsiiure und Zinkstaub erhitzt, mit Zinkoxyd neutralisirt, 
filtrirt, eingedampft; der Riickstand wurde mit heissem Alkohol 
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extrahirt und dieser durch Eindampfen vertrieben. Das so 
erhaltene syrupdse Rohprodukt im Gewicht von etwa 8 gr. 
wurde mit der gleichen Gewichtsmenge feingepulverten, ent- 
wiisserten Natriumacetats und mit 50 cem. Essigsiureanhydrid 
iiber Nacht bei Zimmertemperatur stehen gelassen; sodann 
wurde das Gemenge in einem K6lbchen unter Riickfluss itiber 
freier Flamme 20 Minuten in lebhaftem Kochen erhalten. Die 
<0 erhaltene klare, rothbraune Lésung erstarrte beim Erkalten 
in Folge reichlicher Abscheidung von Natriumacetatkrystallen. 
Dieselben wurden durch Zusatz des vierfachen Volumens Wasser 
in Losung gebracht. Sodann wurde die dunkelrothbraune saure 
Losung im Scheidetrichter mit Chloroform ausgeschiittelt; die 
wiisserige Schicht entfarbte sich schnell, wiihrend das Chloro- 
form den rothbraunen Farbstoff mit grosser Intensitét in sich 
aufnahm; dreimaliges Ausschiitteln mit Chloroform geniigte, 
um die wiisserige Schicht bis auf einen Stich ins Gelbe zu 
entfarben. Die abgetrennten und vereinigten Chloroformextracte 
wurden nunmehr durch wiederholtes und andauerndes Aus- 
<chiitteln. mit viel Wasser gereinigt und schliesslich bei 40° 
eingedunstet. Als Riickstand blieb eine rothbraune syrupidse 
Substanz von eigenthiimlichem Geruch. Dieselbe zeigte fol- 
gendes Verhalten. 

Sie war leicht léslich in absolutem Alkohol, Essigither, 
Chloroform und Eisessig, schwerer in Aether, kaum léstich in 
Wasser, Benzol und Petroliaither; aus ihrer Lésung in Alkohol, 
Chloroform oder Essigiither wurde sie durch Zusatz von Petrol- 
iither, aus der essigsauren Lésung durch Neutralisation mit 
Ammoniumearbonat gefillt. 

Eine alkoholische Lésung gab mit Ejisenchlorid keine 
Firbung. Wurde eine Lésung in Chloroform mit etwas ver- 
diinntem Ammoniak versetzt und aufgekocht, so bemerkte man 
eine Entfarbung der Chloroformschicht, wiihrend die wisserige 
Schicht eine gelbe Fiirbung annahm:; wurde die letztere nun- 
mehr abgehoben und mit verdiinntem Eisenchlorid versetzt, so 
entstand eine prachtvolle carminrothe Fiarbung, welche auf 
vorsichtigen Zusatz von verdiinnter Essigsiiure den fiir die 
reducirte Substanz charakteristischen Uebergang in Griin mit 
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blauen ZwischentOnen in schénster und reinster Weise zeigte, 
ein Beweis, dass es gelungen war, die eisengriinende Sub- 
stanz mit unverinderten Eigenschaften durch Verseifung aus 
ihrer Acetylverbindung wiederzugewinnen. Die Verseifung ge- 
lang auch, wenn eine Probe der Substanz ohne vorhergehende 
Losung mit Ammoniak oder Ammoniumcarbonat gekocht wurde. 

Kine Verseifung ohne Anwendung hoherer Temperaturen 
erzielte ich in der Weise, dass ich etwas von der Substanz 
in Essigsiiure l6ste und die Loésung durch Zusatz von Am- 
moniumearbonat schwach alkalisch machte. Es entstand ein 
dunkelgefiirbter Niederschlag, der sich in der gelben Fliissig- 
keit) leicht) absetzte. Bei lingerem Stehen = fiirbte sich die 
Letztere von der Oberfliiche her dunkelrothbraun. Es wurde 
am niichsten Tage filtrit. das Filtrat mit Essigsiiure schwach 
angesiiuert, sodann eingedampft und der Riickstand mit ab- 
solutem Alkohol aufgenommen. Die Lésung gab die Eisen- 
reaction iu schdnster Weise und reducirte ammoniakalische Silber- 
losung kriiftig: Natronlauge bewirkte eine rothliche Fiarbung, die 
heim Kochen stirker hervortrat: alkoholische Quecksilberchlorid- 
lOsung gab keine Rothfiirbung, dagegen einen reichlichen Nieder- 
schlag: mit Platinchlorid wurde keine Fiirbung erhalten. 

Auch durch 15-stiindiges Erwiirmen der aus alkoholischer 
Losung erhaltenen svruposen Substanz auf ungefiihr 45° gelang 
es, eine vollstindige Verseifung des Acetylprodukts zu erzielen. 
welcher Versuch mir, nebenbei erwihnt, ber Wiederholung mit 
anderen Priiparaten oft) misslang. Ich versuchte auf diesem 
Wege, die urspriingliche Substanz in reinem Zustande wieder 
zu gewinnen: ich erhielt einen in Chloroform unléslichen, in 
Wasser dagegen leicht loslichen Korper: die wisserige LOsung 
wurde eingedampft, der Riickstand in wenig heissem absoluten 
Alkohol gelést und die rothbraune alkoholische Losung im 
Spitzglase durch Zusatz von Aether gefallt. Der aus schwach 
eefiirbten Flocken bestehende Niederschlag setzte sich leicht 
ab, wurde durch wiederholte Decantation mit einem Gemenge 
eleicher Theile absoluten Alkohols und Aethers gewaschen und 
getrocknet. Die Ausbeute aus der Hauptmenge des Acetvy!- 
produkts betrug nur 0,2. gr. 













































Die so erhaltene Substanz bildete ein’ dunkelbraunes, 
-prodes, in Wasser sowie in Alkohol losliches Pulver. Die 
wiisserige LOsung derselben reagirte neutral, gab schone Eisen- 
reaction und reducirte ammoniakalisches Silbernitrat augen- 
hlicklich; der Zusatz von Ammoniak fiir sich bewirkte das 
Auftreten einer prachtvollen carminrothen Firbung. Jodqueck- 
<iJberkalium veranlasste auch nach Zusatz von Salzsiiure keine 
Fiillung. 

Herr Professor Gottlieb in Heidelberg war so freundlich. 
das Priiparat auf seine physiologische Wirksamkeit zu_ priifen. 
0.3—0,5 cem. einer 0,5°/oigen LOsung entsprechend einer Dosis 
von 0,0015—0,0025 gr. bewirkten bei 2 Kaninchen intravends 
injicirt eine starke Blutdrucksteigerung. Die kleinste etwa noch 
wirksame Dosis betrug 0,0005 gr. Ich moéchte darauf hin- 
weisen, dass ein nach der Zinkmethode dargestelltes Priiparat, 
wie oben erwihnt, sich weit kraftiger wirksam erwies, Insofern 
dasselbe noch in Dosen von 0,00005 gr. eine ansehnliche Blut- 
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drucksteigerung veranlasste. 

Den Rest des durch Verseifung erhaltenen  Priiparates 
henutzte ich zu dem Versuche einer neuerlichen Acetylirung. 
Das Acetylprodukt wurde mit Chloroform aufgenommen, die 
Chloroformlésung durch Schiitteln mit Wasser gewaschen, endlich 
mit Petrolither gefallt; der zuniichst syrupOse Niederschlag nahm 
nach kurzer Zeit beim Stehen unter Lichtzutritt eine trockene 
beschaffenheit an und bildete zerrieben ein leichtes, briiunlich- 
gelbes Pulver. 

Praparat IL. 

Aus 200 Rindsnebennieren wurde in analoger Weise, wie 
im vorigen Versuche, das Acetylprodukt dargestellt und aus 
seiner Chloroformlésung durch Fiillung mit Petrolither als 
braungelbe zerreibliche Masse gewonnen. Das Priiparat wurde 
liber Schwefelsiiure bei Zimmertemperatur getrocknet, da bereits 
beim Erwiirmen auf 40° Zersetzunge zu befiirchten war. Die 
Ausbeute betrug 0,7 gr. Die Analyse des Priiparats ergab: 

C= 97,42°/0 H = 6,03" /o N= D1 1°/o 
9,20 
(Die Stickstoffbestimmungen wurden nach Kjeldahl] ausgefiihrt. ) 
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Priparat III. 


200 Rindsnebennieren wurden analog wie friiher auf das 
Acetylprodukt verarbeitet; die Ausbeute betrug diesmal aus 
unbekannten Griinden nur 0,23 gr. Das Priaparat diente zu 
einem Verseifungsversuch mit sehr verdiinntem Alkali ohne 
Anwendung héherer Temperatur. Es wurde zu diesem Zwecke 
in 10 cem. 1/10 Normalnatronlauge gelést; die Loésung erfolgte 
leicht und vollstaéndig; nunmehr wurde mit !/10 Normalschwefel- 
siiure genau neutralisirt; es fiel ein dunkel gefirbter Nieder- 
schlag aus. Derselbe wurde abfiltrirt, mit Wasser ausgewaschen 
und in heissem Alkohol gelést; der nach Vertreibung des 
Alkohols zuriickbleibende Riickstand zeigte folgendes Verhalten: 

Die Substanz war ziemlich leicht léslich in Wasser und 
Alkohol, noch viel leichter jedoch in Siiure und Alkali. Sie 
gab schone Eisenreaction: Ammoniak bewirkte eine intensive 
rothbraune Fiarbung; ammoniakalische Silberldsung wurde bereits 
in der Kite reducirt. 

Die Verseifung war sonach gelungen. Im Filtrate des 
Neutralisationspriicipitats konnte gleichfalls eisengriinende Sub- 
stanz nachgewiesen werden, was sich ohne Weiteres aus der 
Loslichkeit derselben im Wasser erklirt. Nur sehr concentrirte 
alkalische oder saure Lésungen k6nnen eben durch Neutrali- 
sation gefiillt werden, und die Fiillung ist niemals eine voll- 
stiindige. 

Priparat IV. 

Bei diesem Versuche bemiihte ich mich, die Fallbarkeit 
des Acetylprodukts aus saurer Lésung durch Neutralisation zum 
Zwecke der Reindarstellung desselben zu verwerthen. Die Ge- 
winnung des Rohproduktes modificirte ich derart, dass ich vor 
der Reduction die in der wiisserigen Extractionsfliissigkeit 
reichlich vorhandenen Eiweisskérper durch Fallung mit Zink- 
sulfat und Aufkochen beseitigte. Die Acetylirung wurde in der 
gewOhnlichen Art vorgenommen, nunmehr aber das rohe, Essig- 
siiure enthaltende Reactionsprodukt mit Natronlauge neutralisirt, 
wobei ein reichlicher, grobflockiger, brauner Niederschlag aus- 
fiel. Derselbe wurde abfiltrirt, mit Wasser gewaschen, wobei 
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ein Theil desselben wieder in Lésung ging, sodann wieder in 
Alkohol gelést, der Alkohol vertrieben und der Riickstand nun- 
mehr einer neuerlichen Acetylirung durch Erhitzen mit Essig- 
-jjureanhydrid bei Gegenwart von Natriumacetat unterzogen. 
Die weitere Behandlung war die gewOhnliche. Die durch Fiillung 
mit Petroliather endlich erzielte Ausbeute betrug, entsprechend 
einem Ausgangsmaterial von 300 Rindsnebennieren, nur 0,5 gr. 
Die Analyse des tiber Schwefelsiure getrockneten Priiparats 
ergab folgende Werthe: 

C = 51,52°7/o H = 5,79°/0 N = 5,19°/o. 

Herr Professor Gottlieb, der das Priiparat zu unter- 
suchen die Giite hatte, fand, dass eine Lésung desselben in 
1,, Normalnatronlauge selbst in Dosen von 0,008—O0,01 physio- 
logisch ganz unwirksam war. Bei einem Verseifungsversuche 
erhielt ich ein Produkt, das die Eisenreaction nur noch wenig 
intensiv und mit sehr unreinen Farben gab. Die eingreifenden 
Manipulationen scheinen demnach eine Veriinderung der Substanz 
herbeigefiihrt zu haben. 


Priparat V. 

Aus einer grésseren Nebennierenfraction wurde, analog 
wie bei Praparat I, das Acetylprodukt hergestellt. Da der 
Gedanke nahe lag, dass vielleicht eine durch Oxydation wiihrend 
der bereitung entstandene Beimengung die Krystallisation store, 
versuchte ich, das Acetylprodukt einer neuerlichen Reduction 
zi unterziehen. Es wurde dasselbe zu diesem Zwecke in Eis- 
essig gelOst und unter Zusatz von Zinkstaub 4/2 Stunde lang 
erhitzt. Die dunkelrothbraune Fliissigkeit entfiirbte sich dabei 
schnell und wurde schliesslich hell orangegelb: es wurde nun 
liltrirt, mit Chloroform ausgeschiittelt, mit Wasser sorgfiiltig 
gewaschen, endlich mit VPetroliither gefiilt. 

Die so erhaltene goldgelbe, svrupése Substanz zeigte 
lolgendes Verhalten: Verdiinntes Ammoniak, sowie '/20 Normal- 
hatronlauge ldsten sie leicht. Die Lésungen gaben die Eisen- 
reaction mit schénen Farben; dabei fiel es auf, dass, sobald die 
ilkalische Fliissigkeit mit Essigsiiure neutralisirt wurde, ein 
dunkler Niederschlag ausfiel, der die Griinfiirbung verdeckte: 
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vermuthlich riihrte derselbe davon her, dass ein Theil des 
Acetylprodukts unverseift in die alkalische Lésung tibergegangen 
war und nun bei Neutralisation ausfiel. Der zeitliche Verlauf 
des Verseifungsvorganges konnte in folgender Weise zur An- 
schauung gebracht werden: Wurde eine essigsaure LOsung des 
Produktes mit Eisenchlorid versetzt und nun Ammoniumcearbonat 
bis zu alkalischer Reaction zugesetzt, so trat zuniichst keine 
Fiirbung ein: wurde aber nunmehr erwirmt, so fiirbte. sich 
zuniichst der Schaum, bald aber die ganze Fliissigkeit pracht- 
voll carminroth. Wurde eine ammoniakalische L6sung mit 
Silbernitrat versetzt, so trat schon in der Kiilte augenblicklich 
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Priparat VI. 
300 Rindsnebennieren wurden mit verdiinnter Zinksulfat- 
lOsung wiederholt extrahirt: die vereinigten Extracte wurden 





eingedampft: die Eiweisscoagula abfiltrirt, das Filtrat bis zur 
Svrupconsistenz eingedampft. Der Riickstand erstarrte beim 
Krkalten zu einer wachsartigen braungelben Masse; dieselbe 
wurde in einem Kolben unter Riickfluss mit 80°/oigem Alkoho! 
extrahirt; dabei fiel es auf, dass sich am Boden des Gefiisses 
cine ziihtliissige dunkle Schicht bildete, die sich mit dem Alkoho! : 
nicht mischte. Die Extraction wurde unter oftmaligem Wechsel ’ 
des Alkohols so lange fortgesetzt, als dieser noch eisengriinende 
Substanz aufnahm. Das gesammte alkoholische Extract wurde 
mit 4/10 Volumen Aether versetzt, der entstandene Niederschlag 
wn niichsten Tage abfiltrirt, das Filtrat eingedampft und der 
so erhaltene rothbraune Syrup der Acetylirung mit nachfolgen- 
der Reduction in der im vorigen Versuche angegebenen Art 
unterzogen. Die Chloroformlésung von rothgelber Farbe mit 
griinlicher Fluorescenz wurde mit Petroliither gefallt, der 
Niederschlag wieder in Chloroform gelést und abermals mil 
Petroliither gefiillt, die Substanz endlich in absolutem Alkohol 
velbst, ins Vacuum iiber Schwefelsiiure gestellt; es ‘blieb ein 
rothgelber Firnis ohne Spur von Krystallisation zuriick. Der- 
selbe wurde nunmehr wieder in Alkohol gelést und Wasser 
zugeliigt. Beim langsamen Abdunsten des Alkohols  schied 2 | 
sich die in Wasser unlésliche Substanz in braungelben Kérnern J 
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ohne deutliche krystallinische Structur ab. Sie wurde noch 
einmal in Alkohol geldést: derselbe hinterliess einen Firnis von 
<proder Beschaffenheit. Die Ausbeute der durch langdauernde= 
Stehen iiber Schwefelsiiture getrockneten Substanz betrug nur 
0.2 gr. Eine Analyse ergab: 


C = 57,72°/0 H = 5,88%o. 


Priparat VIIL. 

Aus 440 Rindsnebennieren wurde analog wie im Ver- 
suche VI das Acetylprodukt dargestellt: sodann in Eisessig gelost, 
durch Kochen mit Zinkstaub reducirt und, wie gewohnlich, mit 
Chloroform und Petroliither weiter behandelt. Das schliesslich 
erhaltene syrupOse Produkt wurde noch zu weiterer Reinigung 
mit Wasser durchgeknetet, schliesslich durch monatelanges 
Stehen iiber Schwefelsiiure getrocknet. Das Priiparat gab, in 
lieissem Ammoniumearbonat gelést, schéne Eisenreaction mit 
reinen Farben und blauen ToOnen; erfolgte die LOsung dagegen 
in Natronlauge, so trat zwar die Rothfiirbung mit Eisen in 
alkalischer Losung wie vordem auf. Bei saurer Reaction da- 
gegen zeigte sich keine neue Griinfiirbung, sondern vielmehr 
ein schmutziges Olivengriin, als Beweis dafiir, dass bei der 
Verseifung die Substanz nicht intact geblieben war. Die Aus- 
beute betrug diesmal 1,3 gr. 

Die Elementaranalyse ergab: 

CG = 53,49°/o H = 6,24°/o N = 4,80°;0 

Der Rest des Priiparates wurde zu einer Methoxyl- und 
zu einer Acetylbestimmung benutzt. 

Die Methoxylbestimmung wurde mit genauer Befolgung 
des von Zeisel angegebenen Verfahrens ausgefiihrt und ergab 
ein ganz negatives Resultat. 

Die Acetylbestimmung wurde in folgender Weise vor- 
genommen: das Acetylprodukt wurde in 95°/oigem Alkohol 
gelost, die Lésung mit einer abgemessenen Menge 14/20 Normal- 
halronlauge versetzt und 25 Minuten im Kochen erhalten; es 
geschah dies in einem Destillationsapparat mit vorgelegter Saure, 
ln wahrend der Verseifung etwa abgespaltenes fliichtiges Alkali 
eleichzeitig nachweisen und bestimmen zu konnen; es ergab 
3* 











iF 
+; 
i 


hs ii 





— 36 — 


sich, dass unter den angegebenen Versuchsbedingungen eine 
solche Abspaltung nicht stattfindet. Nach erfolgter Verseifung 
wurde die dunkelbraune L6sung stark mit Wasser verdiinnt 
und die Menge der abgespaltenen Saéure durch Titration mit 
119 Normalschwefelsiiure unter Benutzung von Phenolphthalein 
als Indicator bestimmt. Die Beobachtung des Farbenumschlages 
war durch die Dunkelfiirbung der Flissigkeit allerdings  er- 
schwert, immerhin aber insoweit mdglich, um grobe Fehler 
auszuschliessen. 0,3107 des Acetylproduktes ergaben 0,2034 
Essigsiiure. Zur grésseren Sicherheit wurde die titrirte Fliissig- 
keit nunmehr mit Phosphorsiiure angesiiuert und im Kjeldahl- 
Apparate mit vorgelegter Natronlauge und strOmendem Wasser- 
dampf destillirt. Die Menge der so gefundenen fliichtigen Siure 
betrug, als Essigsiiure berechnet, 0,2112 gr., die procentische 
Menge der abgespaltenen Essigsiiure, aus der grOdsseren der 
beiden Zahlen berechnet, betrug 67,97°/o. 


Priparat VIII. 


Aus 100 Nebennieren wurde das Acetylprodukt in der 
gewOhnlichen Weise dargestellt und mit Chloroform und Petrol- 
iither weiter behandelt. Die Lésungen zeigten keinerlei Tendenz 
zur Krystallisation. Das getrocknete Priiparat bildete ein lockeres, 
lichtbraunes Pulver. Proben desselben lésten sich nach kurz- 
dauerndem Kochen vollstiéndig in Ammoniak und Ammonium- 
carbonat. Die angesiiuerten Losungen gaben mit Eisenchlorid 
keine reine Fiirbung, sondern ein schmutziges Olivengriin, und 
beim Uebergang in Roth durch allméhlichen Zusatz von Alkali 
fehlten die blauen Zwischenténe. Die Ausbeute betrug 0,26 gr. 

Kine Analyse ergab: 

CG = 54,/2°/0 H = 5,88°/0. 


Priiparat IX. 


600 Rindsnebennieren wurden nach der Zinkmethode ver- 
arbeitet, jedoch mit der Abweichung, dass nach Zersetzung des 
Zinkniederschlages in Alkohol durch Schwefelsiiure, Reduction 
und Beseitigung des Zinksulfats durch Alkohol-Aether zur Neu- 
tralisation der iiberschiissigen Siure Barvumcarbonat statt Zink- 
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oxyd benutzt wurde. Die Losung wurde mit Baryumcarbonat 
eingedampft und der Riickstand mit heissem Wasser extrahirt. 
Dabei blieb, wihrend ein Theil der eisengriinenden Substanz 
in Lésung ging, eine dunkel gefiirbte Substanz ungeldst.  Die- 
selbe liste sich leicht in stark verdiinntem Ammoniak, um beim 
Neutralisiren der Loésung mit Essigsiiture wieder auszufallen. 
Das Neutralisationspricipitat loéste sich nunmehr bei Zusatz 
von viel Wasser. Die Lésung gab intensive Eisenreaction, jedoch 
nicht mit reinen Farben und blauen ZwischentOnen, sondern 
vielmehr schmutziggriin bei saurer, braunroth bei alkalischer 
Reaction. Beachtet man die hochgradige Loéslichkeit der un- 
veriinderten eisengriinenden Substanz im Wasser, so muss diese 
Bbeobachtung wohl in der Art gedeutet werden, dass beim Ein- 
dampfen mit Baryumcarbonat eine Veriinderung vor sich ge- 
gangen ist unter Bildung eines in Wasser schwerer léslichen 
Produktes, welches die Eisenreaction zwar noch mit grosser 
Intensitiit, jedoch mit unreinen Farben gibt. Die weitere Be- 
handlung der so erhaltenen Substanz (Acetylirung etc.) erfolgte 
wie gewOhnlich. Das schliesslich gewonnene Produkt bildete ein 
lichtbraunes, voluminéses Pulver; die Ausbeute betrug 1,4 gr. 

Eine Probe der Substanz loste sich in Ammoniumcarbonat 
in der Kélte nur sehr langsam. Auf Zusatz von Eisenchlorid 
erfolgte zuniichst keine Veriinderung; wurde aber nunmehr 
aulgekocht, so entstand sogleich eine prachtvolle carminrothe 
Firbung. Beim Ansiiuern mit Essigsiure entstand zuniichst ein 
dunkler Niederschlag: wurde dieser abfiltrirt, so erschien das 
Filtrat rein griin und zeigte nunmehr bei vorsichtigem Zusatz 
von Alkali den Uebergang in Carminroth durch prachtvolle 
Purpur- und Amethystfiirbungen. Wurde dagegen eine Probe 
des Pulvers kurze Zeit mit Ammoniumcarbonat auf 40° er- 
wirmt und der ungelést gebliebene Riickstand abfiltrirt, so gab 
das Filtrat die Eisenreaction mit den Farben Olivengriin und 
braunroth, ohne Bildung eines Niederschlages. Das Gleiche 
erfolgte, wenn die Substanz in Alkohol gelést und mit Ammoniak 
wufgekocht wurde. 

Die Analyse ergab: 
C = 59,70°/o 


H = 5,180 N = 6,06. 
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Der Versuch einer Acetylbestimmung misslang, da die 
portionenweise in kochende 1,20 Normalnatronlauge eingetragene 
Substanz nur zum Theil in Lésung ging, daneben aber eine 
schwerlésliche Substanz ausfallen liess. 


Priparat X. 


420 Rindsnebennieren wurden mit Zinksulfatlosung extra- 
hirt; die Extractionsfliissigkeit wurde eingeengt, das coagulirte 
Kiweiss abfiltrirt: das Filtrat zur Trockne gedampft, der Riick- 
stand mit 25°/oigem kochenden Alkohol erhitzt, die alkoholische 
Losung mit 4/10 Volumen Aether versetzt und der entstandene 
Niederschlag am_ niichsten Tage abfiltrirt. Das Filtrat wurde 
eingedampft und der Riickstand in der gewohnlichen Weise 
dem Acetylirungsverfahren unterworfen. Das schliesslich durch 
Petrolitherfiillung erhaltene Produkt wurde noch einmal in 
Chloroform gelést und mit Petroliither gefallt, endlich wiihrend 
&% Wochen iiber Schwefelsiiure getrocknet. Die Ausbeute bei 
diesem Versuche war die weitaus grdsste, die ich jemals zu 
erziclen vermochte, und betrug etwa 3 er. 

Kin kleiner Theil der so erhaltenen Substanz diente einem 
Verseifungsversuche. Bei kurzdauerndem Kochen mit ver- 
diinntem Ammoniak ging nur ein Theil in Losung, wiihrend 
dunkel gefiirbte Flocken zuriickblieben. Die filtrirte Fliissigkeit 
gab beim Ansiiuren mit Essigsiiture einen Niederschlag, der sich 
in Alkali wieder leicht l6slich erwies. Dureh genaue Neu- 
tralisation wurde eine klare Losung erhalten, dieselbe zeigte 
folgendes Verhalten: Eisenchlorid gab Olivenfiirbung, Zusatz 
von Essigsiiture bewirkte deutlicheres Hervortreten der Griin- 
firbung, wihrend gleichzeitig ein reichlicher, dunkel gefiirbter 
Niederschlag entstand; wurde dieser abfiltrirt, so zeigte das 


Filtrat schone Griinfiirbung, und bei Zusatz von Alkali Um- 
<chlag in ein prachtvolles Carminroth. Ammoniak allein  be- 
wirkte Dunkelfiirbung mit einem Stich ins Roth: Zusatz von 
Silbernitrat und Aufkochen verursachten Schwarzfiirbung unter 
Abscheidung eines Silberniederschlages. Neutrales Bleiaceta' 
gab keine Fillung, dagegen bewirkte ammoniakalisches Blei- 
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acetat die Bildung eines reichlichen Niederschlages von gelb- 
brauner Farbe. 

Die Hauptmenge des Priiparates diente zu einem F rac- 
tionirungsversuche, der um so nothwendiger erschien, als 
die Analysenwerthe der bisher untersuchten Priiparate nament- 
lich in den Kohlenstoffzahlen erheblich voneinander differirten. 
Es war zu erwarten, dass die Anfangs- und die Endfraction 
hei geeigneter Wahl der Fillungsgrenzen die Hauptmenge der 
Verunreinigungen enthalten wiirden, wiihrend man hoffen konnte, 
die Hauptmenge in den Mittelfractionen im Zustande relativer 
Keinheit zu erhalten. 

Ich verfuhr so, dass ich das Priiparat in 10 cem. Chloro- 
form lOste und zuniichst in 3 Fractionen (A, B und C) theilte, 
indem ich 10 cem. Petroliither hinzufiigte, den entstandenen 
Niederschlag (A) absetzen liess, die itiberstehende Fliissigkeit 
abgoss, neuerdings 10 cem. Petroliither zusetzte und den ent- 
standenen Niederschlag (B) wieder abtrennte. Die zuletzt ab- 
cegossene F liissigkeit gab nach dem Eindunsten die Fraction C. 
Die Menge der so erhaltenen Fractionen war eine sehr un- 
sleiche: A enthielt die Hauptmenge (1,8 gr,), B betrug 0,6. gr. 
und nur ein geringer Rest entfiel auf C. Die Hauptmenge <A 
wurde nun neuerlich in 10 cem. Chloroform gelést und noch 
einmal fractionirt, indem = zuniichst 3 cem., dann 10° cem. 
Petrolather zugesetzt und die entstandenen Niederschliige A« 
und Af abgetrennt wurden: der der Fiillung entgangene Rest 
gab nach dem Eindunsten die dritte Unterfraction Ay. Aé be- 
rug (O,6 gr.), AB umfasste die Hauptmenge (0,9 gr.), das 
Gewicht von Ay betrug 0,38 gr. Die Priiparate wurden im 
Vacuum tiber Schwefelsiiure im Laufe von 6—8 Wochen zur 
Gewichtsconstanz getrocknet. Die Analysen ergaben folgende 
Werthe: 

Fraction Aa: C = 99).719o H = 6,55°/o — 
7°}o H= 547% N = 6,20% 


Acetylbestimmung: Essigsiiure == 64,43°o 
AY: C = 93.13°9/o H = 3,969! 
B: C= 5d,20°/ H=6,58e/, N 3,82 ° 0 
Acetylbestimmung: Essigsiiure = 69,609). 


. reichte zur Analyse nicht aus. 
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Priiparat XI. 


Ks lag nahe, die Fiillung der eisengriinenden Snbstanz 
durch ammoniakalisches Blei, deren ich mich im Beginn meiner 
Untersuchungen zum Zwecke der Isolirung vorwiegend bedient 
habe, mit dem Acetylirungs- und Reductionsverfahren zu com- 
biniren. In der Hoffnung, auf diesem Wege zu einem reineren 
Priiparate fiir die Analyse zu gelangen, unternahm ich eine 
Reihe von Versuchen unter Aufwand grosser Mengen Ausgangs- 
materials; da die Versuche nicht zum gewiinschten Ziele fiihrten, 
libergehe ich die genauere Beschreibung derselben und begniige 
mich, einen derselben zur Veranschaulichung des Verfahrens 
anzufiihren. 

200 Rindsnebennieren wurden mit Zinksulfat extrahirt. 
Die eingeengte und yon ausgeschiedenem Eiweiss  abfiltrirte 
Eextractionsfliissigkeit wurde mit einem Ueberschuss von Blei- 
acetat versetzt und der entstandene Niederschlag abfiltrirt. Auf 
weiteren Zusatz von viel Ammoniak fiel ein gelbbrauner, grob- 
flockiger Niederschlag aus; derselbe wurde mit Wasser sorg- 
faillig ausgewaschen, sodann in 95°/oigem Alkohel suspendirt 
und durch Zusatz von Schwefelsiiure bis zur bleibend sauren 
Reaction zersetzt. Vom gebildeten schwefelsauren Blei wurde 
abliltrirt, das saure Filtrat durch Kochen mit Zinkstaub reducirt, 
mit Zinkoxyd neutralisirt und heiss filtrirt, mit 1/4 Volumen 
Aether versetzt, von dem entstandenen Salzniederschlag nach 
einligigem Stehen im Eisschranke abfiltrit und das zinkfreie 


Filtrat eingedampft. Der firnisartige Riickstand wurde nunmehr 


in gewohnlicher Weise der Acetylirung unterzogen; die Chloro- 
formlésung des Acetylproduktes hinterliess beim Kindunsten 
einen von zierlichen Krystallrosetten durchsetzten Syrup. Bet 
liingerem Stehen unter Petroliither nahm die Menge der Krystalle 
noch zu. Die Trennung des Syrups von den Krystallen gelang 
durch Behandlung mit kochendem Ammoniumcarbonat, dabei 
liste sich der Syrup zu einer braunrothen Fliissigkeit, welche 
die Eisenreaction mit grosser Intensitiit und reinen Farben 
gab: die Scherer’sche Inositreaction fiel negativ aus. Das 
nach wiederholter Extraction mit heissem Ammoniumcarbonal 
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zurickgebliebene, schwach gefiirbte Krystallpulver bestand theils 
aus doppeltbrechenden Plattchen mit schiefen Winkeln und 
unregelmissiger Begrenzung, theils aus kurzen zu Rosetten 
angeordneten Nadeln. Dasselbe erwies sich in kochender 
Natronlauge vollstiindig mit gelber Farbe léslich, die Losung 
wurde neutralisirt, eingedampft und der Riickstand in Wasser 
aufgenommen. Die so erhaltene LOsung gab keine Eisen- 
reaction, wohl aber die Scherersche Inositreaction sehr 
schén und intensiv. Die Trennung des Inosits von der eisen- 
griinenden Substanz, welche mir schon seiner Zeit bei der 
Verarbeitung der Bleiniederschliige grosse Schwierigkeiten be- 
reitet hatte, war also auch hier, trotz der Behandlung mit 
Alkohol und Aether, nicht ausreichend gelungen. Das Acethyl- 
produkt des Inosits war in Chloroform gelést und aus der 
Losung durch Petrolither gefallt worden, und erst die Ver- 
seifung mit Ammoniumecarbonat vermochte den unerwiinschten 
begleiter zu entfernen. Es muss jedoch hervorgehoben werden, 
dass die Verunreinigung des Acetylprodukts durch Inosit nur 
bei der Fallung mit ammoniakalischem Blei zu besorgen ist, 
da er bei dieser sehr vollstaéndig aus seinen Lésungen nieder- 
geschlagen wird. Ich habe bei der Darstellung des Acetyl- 
produktes nach der Zinkmethode immer sorgfiltig auf sein 
VYorkommen geachtet, konnte aber niemals eine Spur davon 
in meinen Priparaten nachweisen. 


IV. Chemische Natur der brenzcatechinihnlichen Substancz. 


Aus den mitgetheilten Analysen geht hervor, dass die 
nach verschiedenen Methoden médglichst rein  dargestellte 
acetylirte Verbindung einen Gehalt von mehr als 5°/o Stick- 
stoff aufweist. Aus dem Umstande, dass selbst bei stunden- 
langem Kochen mit verdiinntem Alkali kein Stickstoff abge- 
spalten wird, ergibt sich, dass derselbe unmdglich in einer 
CONH,-Bindung vorhanden sein kann. 

Der vollkommen negative Ausfall der Hofmann’schen 
lsocyaniir-Reaction, sowie das Misslingen der Versuche, die 
Substanz durch Behandlung mit salpetriger Saure in eine Diazo- 
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verbindung und diese durch Phenylendiamin u. dergl. in einen 
Farbstoff iiberzufiihren, spricht gegen das Vorhandensein einer 
NHe-Gruppe. 

Zur Priifung der zuerst von Moore, dann von Abel ge- 
iiusserten, Vermuthung, dass es sich um ein Pyridinderivat handelt, 
unterwarf ich sowohl die Substanz als solche, als auch mehrere 
acetvlirte Priiparate theils der einfachen trockenen Destillation, 
theils der Destillation mit Zinkstaub im Wasserstoffstrome. Zu 
letzterem Zwecke mischte ich die Substanz mit Zinkstaub, der 
vorher im Wasserstoffstrome ausgegliiht worden war, und liess 
die Destillationsprodukte iiber eine Schicht von Bimssteinzink 
streichen. Im kiilteren Theil des Rohres schlugen sich Tropfen 
eines gelben Oeles nieder, wiihrend die fliichtigeren Produkte 
in Wasser eingeleitet wurden: dieses nahm viel Pyrrol auf, 
das durch die Fichtenspahnreaction nachgewiesen werden 
konnte. Das Oel wurde in Alkohol gelést; die gelbe, stark 
alkalische Losung von charakteristischem Geruch enthielt gleich- 
falls viel Pyrrol: dieselbe wurde mit Salzsiiure oder Schwetel- 
siiure neutralisirt und unter wiederholtem Zusatz von Wasser 
=O lange erhitzt, als noch der charakteristische Geruch  be- 
merkbar war: dabei fiirbte sich die Fliissigkeit rosenroth und 
es kam zur Abscheidung von in Wasser und Alkohol unloés- 
lichen Flocken (Pyrrolroth). Wurde die filtrirte geruchlose 
I liissigkeit nunmehr mit Natronlauge alkalisch gemacht, so trat 
schon in der Kiilte, stiirker aber noch beim Erwiarmen, ein 
intensiver, hOchst charakteristischer Pyridingeruch auf. Die 
Fliissigkeit gab mit Jodquecksilberkalium und mit Phosphor- 
wolframsiiure unter Zusatz von Salzsiiure reichliche Fillungen, 
ebenso mit Jodjodkalium und Quecksilberchlorid; mit Platin- 
chlorid) konnte ich nur in einem Falle bei grésserer Con- 
centration einen gelben kérnigen Niederschlag beobachten. Pikrin- 
siiure gab keine Fiillung. *) | 


1) Das gleiche Verhalten bei der Zinkstaubdestillation ergab ein 
in Wasser unlésliches Umwandlungsprodukt der eisengriinenden Sub- 
stanz, das durch Extraction des. zinkhaltigen Reductionsprodukts mit 
starkem, kochendem Alkohol entstanden war. 











Es erscheint also der Nachweis getiihrt, dass die brenz- 
catechinihnliche Substanz bei der Zersetzung neben Pyrrol 
Pyridin liefert.) 

Hiermit erscheint die Vermuthung Moore's bestiitigt, fiir 
welche er selbst nur eine von Krukenberg an unzuverliissigem 
Material ausgefiihrte Analyse und die Beobachtung anfiihren 
konnte, dass Nebennierenextract mit Aetzkali Pyridin = ent- 
wickelt, eine Beobachtung, deren Beweiskraft, wie Abel aus- 
fiihrt, insoferne unzureichend ist, als das Nebennierenextract 
Proteinstoffe enthalten haben konnte, welche selbst zur Pyridin- 
hildung Anlass gaben. 

Eine weitere Stiitze findet der Befund darin, dass beim 
Kochen der eisengriinenden Substanz mit Natronlauge bei 
Gegenwart von Zinkstaub ein ausgesprochener Piperidingeruch 
auftritt. 

Es fragt sich nun, inwieweit dieser Befund mit meinen 
sonstigen Ergebnissen iibereinstimmt. 

Wie bereits seiner Zeit von Frink! hervorgehoben worden 
ist, kommt die Eisenreaction in der beschriebenen Art solchen 
Substanzen zu, die in einem ringfOrmigen Kerne an zwei un- 
mittelbar benachbarten Kohlenstoffen Hydroxylgruppen tragen. 
Solchen Verbindungen ist auch die Eigenschaft gemeinsam, 
leicht durch Oxydation in dunkelgefiirbte Produkte iiberzugehen. 
Darnach ist zu vermuthen, dass die fragliche Substanz das 
Derivat eines Dioxvpvridins darstellt. 

bei der Schwierigkeit, die Substanz oder das Acetyl- 
produkt in geniigender Menge zu erhalten, bei ihrer Un- 
krystallisirbarkeit und Zersetzlichkeit, die das Trocknen_ bei 
hoherer Temperatur verbot, ist von der Analyse eine Ent- 
scheidung dieser Frage nicht in der gewiinschten Schiirfe zu 
erwarten. Die oben einzeln angefiihrten Analysenzahlen, welche 
fiir Kohlenstoff Werthe von 51,52°/o bis 59,70°/o, fiir Stick- 
stoff Werthe von 4,80°/0 bis 6,20°/o ergeben, scheinen zu- 

1) Das Auftreten eines Destillationsprodukts, das noch die Eisen- 
reaction gab, habe ich bei den mit reinerem Material ausgefiihrten Ver- 
suchen nicht wieder zu beobachten vermocht. 

















niichst die Ableitung einer Formel geradezu auszuschliessen. 
Jedenfalls miisste eine aus so weit auseinander gehenden Werthen 
gezogene Mittelzahl auf schwere Bedenken  stossen. 

Dennoch lisst sich unter Beriicksichtigung aller Umstiinde 
ein Urtheil tiber die muthmassliche Zusammensetzung der Sub- 
stanz gewinnen. 

Zuniichst ist zu beachten, dass die Analysen sich auf ein 
Acetylprodukt beziehen, das nachweisbar schon vom Wasser 
verseift wird, und da der Acetylgehalt (gegen 70°/o Essigsiiure 
entsprechend) auf die Analysenzahlen einen geradezu mass- 
gebenden Einfluss ausiibt, so koénnen nur jene Priiparate mit 
einander in Vergleich gebracht werden, in denen der Acetyl- 
gehalt bestimmt worden ist. Ferner haben nur jene Zahlen 
Anspruch auf Beriicksichtigung, welche sich auf Priiparate be- 
ziehen, die bei Verseifung noch die urspriingliche Substanz mit 
ihren typischen Kigenschaften ergaben. 

Diesen Bedingungen geniigen nun die Priiparate VII, X A3 
und Xp: ihnen stehen noch die Priparate VIII] und X Az so 
nahe, dass sie mit ihnen als identisch angesehen werden konnen, 
und die ich daher mit anfiihre: 

Sonach ergibt sich als Ausdruck der verliisslichsten 
Analysen : 





(: | 53.4 


19g 54,17 %o 59,24 54,72 55.71 | 54,72 
H | 6,24 » 5.47 6,58 5,88 6.55 614 
N | 4.80 6.20 » 5.82 — — 5,61 
0 P * sons oes _ — 33,59 
Abgespal- | 
tene Essig- 
saure | 67.97 » 64,43 » 69,60 oo ae — 67,33 


Sonach kommen auf einen Stickstoff 11,2 Kohlenstoffe, 
15,1 Wasserstoff, 5,3 Sauerstoff und 2,75 Acetyle, woraus sich 
die Forme! 
C,, H,, NO, = C, H, NO, (CH,.CO), 
C,, H,, NO, = C, H, NO, (CH,.CO), 
d. h. ein triacetylirtes Tetrahydrodioxypyridin (C,;H,NO,) oder 
Dihvdrodioxypyridin (C,;H,NO,) ergibt. 
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Die Annahme, dass es sich um ein nicht hydrirtes Dioxy- 
pvridin handelt, wird durch die dreifache Acetylirung ausge- 
schlossen, da ein nicht hydrirtes Dioxypyridin nur zwei Acetvle 
zu binden vermochte. 


Berechnet fiir fiir 
C,H, NO,  ,, H,, NO, gefunden 
c 34,77 55,23 54,66 
H 6,22 d.44 614 
N d.81 5.86 5,71 
O 33,20 33.47 33,59 
Essigsaure aus 
Acetylgruppen 74,69 79,31 67,33 


Wie man sieht, fiihrt die Betrachtung der Eigenschaften 
der Substanz wie die Analyse zu dem gleichen Ergebniss 
der Annahme eines hydrirten Dioxypyridins. !) 

Solche hydrirte Dioxypyridine sind derzeit nicht bekannt, 
wohl aber drei Dioxypyridine, von denen die Stellung der 
Hydroxylgruppen nicht ermittelt zu sein scheint. Eines der- 
selben, die Pyrokomenaminsiiure ?) (Ost) gibt mit Eisenchlorid 
intensive Violettfiirbung, ist leicht loslich in Alkalien, scheint 
aber keine krystallisirenden Salze zu geben. 

Kin anderes von Kénigs und Geigy’) dargestelltes und 
analysirtes Dioxypyridin Jéste sich mit gelber Farbe in Alkalien, 
gab mit Eisenchlorid eine braunrothe Fiirbung und bei Destillation 





1) Auch die analytischen Resultate, zu denen Krukenberg 
seiner Zeit fiir die (nicht acetylirte) Substanz aus Nebennieren gelangte 
I C 40,83 H 9,10 N 9,33 
II — — 8.80 
werden durch diese Auffassung verstiandlich; diese Zahlen entsprechen 
anniihernd der Formel C, H,, NO,, die sich wesentlich durch ihr Sauer- 
stoffplus von jener eines hydrirten Dioxypyridius unterscheidet. Ver- 
muthlich hat Krukenberg ein durch Oxydation oder Hydration ent- 
standenes Umwandlungsprodukt der urspriinglichen Substanz, wenn auch 

nicht in reinem Zustand, vorgelegen. 

2) Ost, Journal f. prakt. Chemie, Bd, 27, S. 270. 

3) Kénigs und Geigy, Ueber einige Derivate des Pyridins. Ber- 
liner Berichte. XVII, 5. 1835. 
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mit Zinkstaub Pyridin: es gab Fiillung mit Phosphorwolfram- 
siiure, basisch essigsaurem Blei und Quecksilberchlorid: mit 
Cadmiumchlorid entstand erst nach liingerem Stehen ein Nieder- 
schlag. Silbernitrat gab eine Fiillung, die sich beim Erwirmen 
dunkel fiirbte, Platinchlorid und Goldchlorid gaben keine Nieder- 

‘hiiige. Die Substanz war léslich in Wasser und Alkohol, 
sehr wenig in Aether, kaum in Benzol, Ligroin und Chloro- 
form. Die Aehnlichkeit dieser Reactionen mit jenen unserer 
Substanz ist unverkennbar. 

Die physiologische Wirksamkeit der Nebennierensubstanz 
erscheint ferner verstiindlich im Hinblick auf die kiirzlich er- 
schienenen Arbeiten von Tunicliffe!) und Moore und Row, ?) 
welche fanden, dass hydrirte Pyridinderivate, wie Piperidin, 
Nicotin und Coniin, intravenés gegeben, gleich dem Neben- 
nierenextract kriftig blutdrucksteigernd wirken, wihrend dem 
Pyridin ein solches Vermogen abgeht. 

Demgegeniiber soll nicht verhehlt werden, dass die Zu- 
sammensetzung einiger analysirter Priiparate mit den als wahr- 
scheinlich ermittelten) Formeln nicht itibereinstimmt. Dieses 
Bedenken entfallt fiir das Priiparat IV, weil es sich in seinen 
Kigenschaften bei der Verseifung als wesentlich veriindert heraus- 
stellte. Fiir die Priiparate IT, VI und IX legen allerdings solche 
auffiillige Beweise von Unreinheit nicht vor. Es kann nur ver- 
muthet werden, dass sie mit einer kohlenstoffreichen Substanz 
verunreinigl waren. Bei dem Fehlen der Acetylbestimmung 
jedoch konnten diese Analysen jedenfalls nicht den oben an- 
gefiihrten gleichgestellt werden und konnten daher auch fiir 
Berechnung der Formel nicht in Betracht kommen. 

Indem ich die Auffassung der blutdrucksteigernden Sub- 
stanz der Nebenniere als eines hydrirten Dioxypyridins mit der 
bei einer nicht krystallisirten Substanz gebotenen Reserve zum 


1) Tunicliffe, Centralbl. f. Physiol 1897. 8. 777. 

*) B. Moore and R. Row, A comparison of the physiological 
action and chemical constitution of Piperidine, Coniine and Nicotine. 
From the Physiological Laboratery of University College, London. 
Journ. of Physiol. 1898. 





Ausdruck bringe, halte ich meine Aufgabe nicht fiir erledigt. 
Chemische und physiologische Ueberlegungen driingen zu 
einer Weiterfiihrung der Untersuchung, als deren Endziel die 
synthetische Darstellung hydrirter Dioxypyridine und die Unter- 
suchung ihrer, wie es scheint, hervorragenden physiologischen 
Kigenschaften erscheint. 


Strassburg, im Juli 1898. 











Zur Trennung der Albumosen von den Peptonen. 


Von 
Dr. Paul Miiller 
Aspirant. 


Aus dem pathologisch-chemischen Laboratorium der k. k. Krankenanstalt «Rudolf- 
stiftungs in Wien. Vorstand: Dr. E. Freund.) 


(Der Redaction zugegangen am 3. August 1898.) 


Bis vor kurzer Zeit war man, wenn es. sich darum 
handelte, eine moglichst vollstiéindige Trennung der Verdauungs- 
albumosen von den Peptonen zu bewerkstelligen, einzig und 
allein auf die von Kiihne ausgearbeitete Methode angewiesen, 
welche bekanntlich in ihrer definitiven Form darin_ besteht, 
dass die betreffende Losung mit Ammonsulfat in der Siedehitze 
erst bei nahezu neutraler, dann bei stark ammoniakalischer 
und endlich bei schwach essigsaurer Reaction gesiittigt wird. 

So wichtig und fruchtbar nun auch diese Methode fiir 
das Studium dieser Eiweisskérper und ihre Abgrenzung von 
einander geworden ist, so leidet sie doch an unleugbar grossen 
Uebelstiinden, welche bereits von verschiedener Seite hervor- 
gehoben wurden und welche ihre praktische Anwendbarkeit 
wesentlich beeintriichtigen. Es sei nur auf die Unmoglichkeit 
hingewiesen, in dem albumosenfreien Filtrat direkt den Stick- 
stofigehalt zu bestimmen, in demselben mit Phosphorwolfram- 
siiure zu fiillen: auf die auch theoretisch nicht immer erwiinschte 
Nothwendigkeit, diese immerhin leicht veriinderlichen Korper 
der Siedehitze, und noch dazu bei stark alkalischer Reaction, 
aussetzen zu mussen; endlich auf die grossen Unbequemlich- 
keiten, welche die zur Fiillung nothwendigen bedeutenden Salz- 
mengen an und fiir sich im Gefolge haben und deren Entfernung 
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wieder die Einwirkung hoherer Temperaturen durch  liingere 
Zeit hindurch erfordert. 

Der groésste Theil dieser Uebelstiinde, welcher auf der 
Verwendung gerade des Ammonsalzes beruht, wird nun zwar 
durch das zweite uns seit Kurzem zur Verfiigung stehende, 
zuerst von BOmer?) im Jahre 1895 mitgetheilte und Anfangs 
des laufenden Jahres neuerdings von diesem Autor im Verein 
mit K. Baumann?) genauer ausgearbeitete Trennungsverfahren, 
welches an Stelle des Ammonsalzes das Zinksalz setzt, mit 
einem Schlage behoben — es bleibt aber auch bei dieser 
Methode der Nachtheil der grossen Salzmengen, und zwar 
wegen der bedeutenderen Loslichkeit des Zinksulfates, noch in 
erhOhtem Maasse bestehen, so dass die weitere Verarbeitung 
der gewonnenen Fractionen, abgesehen von der Stickstoffbestim- 
mung und Phosphorwolframsiiurefillung, welche nach Bomer 
keinen Eintrag erleiden, zum Mindesten sehr erschwert ist. 

Es erschien daher wiinschenswerth, eine Trennungsmethode 
zu besitzen, welche einerseits die oben erwiihnten Schwierig- 
keiten umgeht und andererseits nicht auf dem Principe des 
Aussalzens beruht, dabei aber eine ebenso vollstiindige Ent- 
fernung der Albumosen gestattet, wie die Kithne’ sche und 
bomer sche Methode. 

Nach verschiedenen Vorversuchen mit anderen Schwer- 
metallsalzen, insbesondere mit dem Uranylacetat, durch welches 
sich der grésste Theil der Albumosen abscheiden liisst, ver- 
wendete ich Eisenhydroxyd, unter bestimmten, gleich naher 
zu erortenden Bedingungen, als Fiillungsmittel. 

Dass Eisenhydroxyd im Stande ist, Propepton zu fallen 
war schon Schmidt-Mithlheim?) bekannt. Allein Neu- 
ineister*) gibt an, dass die Fiillung der Albumosen (speciell der 

1) Bimer, Zeitschr. f. analyt. Chemie, Bd. XXXIV, 1895. 

2) Baumann a. Bimer, Zeitschr. f. Untersuchung der Nahrungs- 
ind Genussmittel 1898 N. 2. 


3) Schmidt-Miihlheim, Arch. f. Anat. u. Physiol., Physiol. Abth. 


ISSO, S. 30. 
4) Neumeister, Zeitschr. f. Biolog. N. F. Bd. VI, S. 277 und 

Bd. VII, S. 339. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, XXVI. 
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Deuteroalbumosen) nach der Schmidt-Miihlheim’schen Methode 
nur eine sehr unvollstiindige sei, und Mathes?) hat diese Angabe 
awn verschiedenen, rein dargestellten Albumosen (Deuteroalbu- 
mose und Heteroalbumose) nachgepriift und sich derselben 
vollinhaltlich angeschlossen. Auch ich kann nach meinen Ver- 
suchen die Unzuliinglichkeit des Schmidt-Miihlheim’schen Ver- 
falrens nur bestitigen. Giinstiger gestaltete sich jedoch das 
Resultat, wenn man, ohne Anwendung des essigsauren Natrons, 
bei geniigendem Zusatz von Eisenchlorid lediglich genau neutra- 
lisirte: es ergaben sich dabei Filtrate, welche beim Kochen 
mit Lauge und Blelacetat keine Schwefelbleiabscheidung  er- 
kennen liessen und beim Aussalzen mit Ammonsulfat nur 
geringe, wenn auch deutliche Triibungen zeigten. 

Da nun die durch das Eisenhydroxyd entstehenden Albu- 
mosenniederschliige, wie viele andere durch Schwermetalle er- 
zeugte (vergl. die Angaben Herth’ s?), schon in den geringsten 
Mengen iiberschiissiger Siiure oder Lauge sehr leicht lOslich 
sind, so lag die Vermuthung nahe, die Unvollstiindigkeit der 
Albumosentiillung nach der Schmidt-Mtihlheim schen Methode 
mochte nicht etwa im Wesen der Affinitiiten dieser Eiweiss- 
korper zum Kisenhydroxyd begriindet sein, sondern nur dic 
Folge sein einer mehr oder minder ungenauen Neutralisation. 
Thatsiichlich findet man ja nicht selten, trotz mdglichst: sorg- 
fiiltiger Ausfiihrung der Neutralisation gegen empfindliches Lack- 
muspapier, noch recht starke alkalische Reaction, wenn man dic 
betreffende Fliissigkeit auf!) 4—!/10 ihres urspriinglichen Volumens 
einengt, und die so zu Tage tretenden Mengen von freiem 
Alkali sind wohl geeignet, das Geléstbleiben nicht unbetriicht- 
licher Albumosenmengen vollauf zu erkliiren. Um daher das 
zugesetzte Eisenchlorid sicher zu neutralisiren, ohne jedocl: 
einen Ueberschuss an freiem Alkali zu setzen, versuchte ich. 
unlOsliche Carbonate zu verwenden (wie dies schon Land- 
wehr zur quantitativen Abscheidung seines thierischen Gummi = 


1) Mathes, Zur Chemie d. leukiim. Blutes. Berlin. Klin. W 
1894, N. 23. 


2) Herth, Monatshefte f. Chem. Bd. 5. 
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vethan hatte, das ja nach Folin!) im Wesentlichen als Mucin- 
albumose zu betrachten ist) und gelangte nach einigen nicht 
vanz zutriedenstellenden Versuchen mit den Carbonaten der 
alkalischen Erden zum Zinkcarbonat, welches meinen Erwar- 
tungen vollkommen entsprach. Ob dieses Salz allerdings ledig- 
lich als neutralisirendes Mittel wirkt oder sonst irgendwie an 
der Fiillung der Albumosen betheiligt ist, ist nicht leicht zu 
entscheiden. Jedenfalls vermag das aus der Umsetzung des Zink- 
carbonats mit dem Eisenchlorid hervorgehende Eisencarbonat 
auch Albumosen niederzuschlagen: aber diese Fiillungen = sind 
in verdiinnten Siiuren und Alkalien sowie in Alkalicarbonaten 
ebenso loslich wie die Eisenhydroxydniederschliige, so dass also 
eine vollstiindige Abscheidung der Albumosen aus ihrer Losung 
wieder nur dann zu Stande kommen kann, wenn die Neutrali- 
sation eine moglichst genaue ist. Dieser Umstand spricht sehr 
zu. Gunsten einer rein neutralisirenden Wirkung des Zink- 
carbonats, da das andere Umsetzungsprodukt desselben mit 
dem Eisenchlorid, das Chlorzink, noch weniger geeignet er- 
scheint, die Albumosenfiillung zu einer vollstiindigen zu machen, 
vielmehr nicht einmal die primiiren Albumosen giinzlich abzu- 
scheiden vermag. 

Das Verfahren, wie es sich mir als am_ praktischsten 
bewahrt hat, ist nun folgendes. Die von den Albumosen zu 
hefreiende Fliissigkeit wird mit ungefahr dem = gleichen 
Volumen 30°/oiger Eisenchloridlésung und dann so lange 
mit Lauge versetzt, bis die Reaction nur mehr schwach 
sauer ist. Das Filtrat von dem entstandenen voluminésen 
Niederschlag wird mit 1—2 Messerspitzen Zinkearbonat 
beschickt und nach tiichtigem Umriihren filtrirt. Die so 
erhaltene klare und farblose Fliissigkeit war stets albumosen- 
frei, gab also beim Siéttigen mit Ammonsulfat bei allen drei 
Keactionen keine oder nur eine feinste, auf dunklem Hinter- 
grund eben bemerkbare staubférmige Triibung, wenn es sich 
um Losungen von Liebig’s Fleischpepton, um Pankreasver- 
dauungen von Rinderserum, um aus Witte schem Pepton mit 


1) Diese Zeitschr. XXIII, Heft IV u. V. 





Hilfe von Eisen- oder Uransalzen gewonnene Albumosenlosungen, 
endlich um die im Harn erscheinenden Albumosen_ handelte. 
Nur da, wo eine Lésung von Witte schem Pepton vorlag, 
war es stets nothwendig, das Filtrat noch auf !/41—1/s seines 
Volumens einzuengen und die Fillung mit einigen Tropfen 
Kisenchlorid (solange der entstehende Niederschlag zunimmt) 
und Zinkearbonat zu wiederholen, um eine vollig albumosen- 
freie Losung zu erhalten. 

Nachfolgend die Beschreibung einzelner Versuche. 


Versueh I. 


1 Liter einer 5°/oigen Loésung von Witte’s Pepton in 
kochsalzhaltigem Wasser wurde erst mit dem gleichen Volumen 
einer 30°/oigen Eisenchloridl6sung und dann so lange mit Natron- 
lauge versetzt, bis die Reaction schwach sauer war. Das leicht 
gelblich gefiirbte Filtrat wurde mit der geniigenden Menge (ca. 
10 gr.) Zinkcarbonat tiichtig umgeriihrt, dann filtrirt und eine 
kleine Probe der so erhaltenen farblosen Fliissigkeit mit Am- 
monsulfat in der Siedehitze gesiittigt: dieselbe zeigte eine miissige 
Triibung. Der Rest der Fliissigkeit — 1510 cem. — wurde 
am Wasserbad vorsichtig auf 365 ccm. eingeengt, von den in 
geringer Menge ausgeschiedenen Krystallen abgegossen und 
mehrmals mit Eisenchlorid versetzt, solange die entstehende 
Triibung zunahm. Das schwach saure Filtrat wurde dann in 
der geschilderten Weise mit Zinkearbonat behandelt und nach 
Entfernung der geringen, in Lo6sung gegangenen Zinkmenge mit 
Natriumphosphat, nach Kiihne’s Vorschrift auf Albumosen ge- 
priift. Die Fliissigkeit blieb beim Sittigen mit Ammonsulfat in der 
Siedehitze sowohl bei neutraler, wie bei ammoniakalischer und 
schwach essigsaurer Reaction absolut klar. Bleischwirzender 
Schwefel war in derselben beim Kochen mit Lauge nicht nach- 
zuweisen, hingegen gab sie starke Biuretreaction. 


Versueh Il. 


30 cem. einer Albumosenlésung, welche durch Fallung 
von Witte’s Pepton mit Eisenchlorid und Lauge (ohne Zuhilfe- 
nahme von Zinkcarbonat), Lésen des Niederschlags in’ tiber- 
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<chiissiger Lauge, Neutralisiren und Abfiltriren von dem geringen 
durch die Neutralisation entstandenen Niederschlage gewonnen 
worden war und welche sowohl primiire wie secundiire Albu- 
mosen enthielt, wurden mit dem gleichen Volumen 30°/oiger 
Kisenchloridldsung und Natronlauge bis zur schwach = sauren 
Reaction versetzt, filtrirt und mit Zinkearbonat behandelt. Die 
Priifung des Filtrates auf Albumosen ergab bei allen drei 
Reactionen ein absolut negatives Resultat. 


Versuch III. 


Kine 5°/oige Losung von Liebig’s Fleischpepton in physio- 
logischer Kochsalzl6sung wurde mit dem gleichen Volumen Eisen- 
choridl6sung und mit Lauge bis zur schwach sauren Reaction 
versetzt, filtrirt, mit Zinkcarbonat behandelt, vom gelosten Zink 
hefreit und in bekannter Weise auf Albumosen gepriift. Die 
Fliissigkeit blieb sowohl bei neutraler wie bei stark ammonia- 
kalischer Reaction absolut klar und zeigte bei schwach 
essigsaurer eine iiusserste Spur von staubformiger 
Triibung. Biuretreaction war in derselben nicht mehr mit 
Sicherheit nachzuweisen. 


Versuch IV. 


30 gr. getrockneten Rinderserums wurden in 600° ccm. 
einer O.4°/o1gen Natronearbonatlésung gelOst und mit 6. gr. 
kiuflichen Pankreatins durch 2 Tage bei 40° C. digerirt. Eine 
Probe der Fliissigkeit, die bereits reichlich Albumosen enthielt, 
wurde mit dem gleichen Volumen Eisenchloridlésung der néthigen 
Laugemenge, endlich mit Zinkearbonat behandelt, das Filtrat 
vom Zink befreit und auf Albumosen gepriift. Bei essigsaurer 
und ammoniakalischer Reaction in der Siedehitze mit Ammon- 
sulfat gesiittigt, blieb die Fliissigkeit absolut klar, wiihrend 
hei neutraler Reaction eine feine staubférmige Triibung 
auftrat, die nur auf dunklem Hintergrund deutlich wahrzu- 
nehmen war. 

Die Digestion wurde mit den iibrigen 550 cem. der Fliissig- 
keit fortgesetzt. Nach weiteren 2 Tagen, also am = vierten 
Tage der Verdauung, ergab die Priifung auf Albumosen, 














nach einmaliger Fiillung mit Eisenchlorid, Lauge und Zink- 
carbonat 





ber neutraler Reaction: feinste staubformige Tribune, 
bel essigsaurer Reaction: 





bei ammoniakalischer Reaction: keine Spur von Triibung. 
29 cem. des Filtrates vom Zinkearbonatniederschlag wurden 
nun auf 18 ccm. eingeengt, mit einigen Tropfen Eisenchlorid 
und Zinkearbonat versetzt und abfiltrirt. Die Probe auf Albu- 
mosen fiel nun in der von Zink befreiten Fliissigkeit bei allen 
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drei Reactionen absolut negativ aus. 


Am sechsten Tage der Verdauung fand sich q 
hei neutraler Reaction: keine Spur von Triibung, a 


bel essigsaurer Reaction: feine staubfoérmige Triibung, 
bei ammoniakalischer Reaction: keine Spur von Triibung. 
Am achten Tage endlich 

ber neutraler Reaction: kaum eine Spur von Triibung, 

ber essigsaurer Reaction: feinste staubformige Triibung, 

ber ammoniakalischer Reaction: keine Spur von Triibung. 
Versuch V. 

Zwei albumosenhaltige Urine, der eine von einer schweren 
eitrigen Cysto-Pyelitis, der andere von einem Erythema toxicum 
mit universeller Ausbreitung herrihrend, wurden in der ange- 
segebenen Weise von den Albumosen befreit. In beiden Fiillen 
gaben die Filtrate keine Spur von biuretreaction, wiihrend die 
nativen Urine dieselbe sehr intensiv gezeigt hatten. 


Alle die angetiihrten Versuche wurden mehrmals und 
stets mit dem gleichen Resultate wiederholt. 


Bemerkenswerth erscheint die schon erwihnte Thatsache, 
dass alle untersuchten Albumosenlésungen, mit Ausnahme des 
Witte-Peptons, schon durch einmalige Fillung mit! Eisen- 
hydroxyd-Zinkearbonat vollig von den Albumosen befreit werden 
konnten, wiihrend die Lésungen von Witte ’s Pepton dann : 
noch eine miissige Triibung beim Siittigen mit Ammonsulfat ' 
gaben, welche auch durch Wiederholung der Fiillung bei der- 
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<elben Concentration nicht zum Verschwinden gebracht 
wurde. Wurde aber die Fliissigkeit eingeengt und dann die 
Fillung wiederholt, so war dieselbe nunmehr albumosentre! 
resp. gab mit Ammonsulfat keine Triibung mehr. Diese That- 
cache scheint mir kaum einer anderen Deutung fihig zu sein, 
als dass es sich hier um eine besondere Art) von Albumose 
von eigenthiimlichen Loéslichkeitsverhiiltnissen handelt, welche 
im Pepton Witte s vorhanden ist, in den tibrigen untersuchten 
Priiparaten aber fehlt oder nur in jiussersten Spuren sich 
vorfindet. Leider gelang es mir nicht, diesen Korper in ge- 
niigender Menge zu erhalten, um ihn auf seine tibrigen Eigen- 
<chaften hin priifen zu konnen. 

Zur Entscheidung endlich der Frage, ob Leucin und 
Tyrosin in betrachtlichem Maasse durch die Eisenhydroxyd- 
Zinkcarbonatmethode gefallt werden, wurden 1°/oige LOsungen 
dieser KOrper in der bekannten Weise behandelt, der entstandene 
Niederschlag nach der Lassaigne schen Methode auf Stiekstoff 
untersucht. In beiden Fallen trat nur ein ganz schwaech griin- 
licher Farbenton auf, ein Beweis, dass der Niederschlag nur 
sehr geringe Mengen von Stickstoff und somit auch von Leucin 
und Tyrosin enthielt. 


Aus den mitgetheilten Versuchen glaube ich mich be- 
rechtigt, zu schliessen, dass das beschriebene Verfahren beiden 
aufgestetiten Forderungen zu geniigen im Stande ist, niimlich 
einerseits die Eingangs erwihnten Schwierigkeiten und Un- 
hequemlichkeiten vermeidet und andererseits an Genauigkeit nicht 
hinter den gebriiuchlichen Methoden zuritickbleibt. 

Zum Schlusse ist es mir eine angenehme Pflicht, dem 
Vorstande des Instituts, Herrn Dr. E. Freund, fiir seine An- 
regung und Unterstiitzung meinen herzlichsten Dank auszu- 


sprechen. 








Ueber das Wachs der Hummelin (Bombus sp.). 
Von 
Ernst Erw. Sundwik. 


Der Redaction zugegangen am s. August 189s. 


Das gewoOhnliche Bienenwachs ist allbekannt. So viel 
ich aber auch nachgesucht habe, habe ich keine chemischen 
Untersuchungen itiber das Wachs der Hummeln, dieser wich- 
tigen Abtheilung der grossen Bienenfamilie, gefunden.  Spiir- 
liche Notizen tiber die Absonderung und Verwendung des- 
selben findet man in entomologischen Werken, besonders in 
Spezialwerken uber die Hummeln. 

Die Quelle, aus welcher ich meine Kenntniss vom Hummel- 
wachs hauptsiichlich geschopft habe, ist die schéne Mono- 
graphie von Hoffer, «Die Hummeln Steiermark’ s, Lebens- 
geschichte und Beschreibung derselben», Graz 1882 
Hoffer sagt, dass das Hummelwachs nicht so rein, weich und 
schon ist, wie das der Honigbiene. Es hat eine schmutzig- 
weisse Farbe, ist) sehr briichig und. liisst sich nur schwet 
zwischen den Fingern kneten. Er spricht hier vom Wachse. 
welches er von den Bauchsegmenten vorsichtig abgestreift hatte. 
Ich bemerke hier gleich, dass ich solches reines Wachs nicht 
habe untersuchen konnen. Dagegen habe ich Wachs zur Unter- 
suchung gesammelt, welches von den Hummeln zu verschie- 
denen Zwecken in den Nestern aufgespeichert wird. 

Mit Pollen zusammengeknetetes Wachs findet man als 
seichte) Hiigel oder Leistchen, in welche die Eier bezw. dic 
Larven eingeschlossen sind. Ebenso findet man mit Wachs 
nur wenig vermengte Pollen in grésseren Ansammlungen als 
Futter fiir die ausgekrochenen jungen Hummeln bestimmt. Ich 
habe durch Abstreifen dieser Wachspollensammlungen und be- 
freien derselben von Eiern und Larven nicht unbetriichtliche 
Mengen Rohstolf erhalten kénnen. Durch Befreien der Cocon- 
von Larven und Auskochen mit geeigneten LoOsungsmitteln 
habe ich das auf der Aussenseite der Cocons haftende Wach- 
ausgezogen. Dieses war jedoch ziemlich stark mit Fett gemengt. 
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Ich fing schon 1892 mit den Untersuchungen an, be- 
kam aber erst 1896 etwa 35, 1897 mehr als 60 Nester zur 
Untersuchung. Fast alle stammten von Bombus muscarum, 
nur einige wenige von bombus lapidarius. Da sich aber in 
dem Wachse beider Arten dieselben chemischen Verhiiltnisse 
zeigten, habe ich spiiter stets die Rohprodukte aus verschiedenen 
Nestern gemischt bearbeitet. Aus 130 gr. Wachspollenmasse 
bekam ich durch Ausziehen mit Aether oder Chloroform etwa 
30 gr. rohes Wachs von braungelber Farbe (Schmelzpunkt 
35-—40° C.). Der Geruch war sehr angenehm, honigartig, gar 
nicht ranzig. Die Farbstoffe, ebenso Honig und alle in Wasser 
lGslichen Stoffe hatte ich vor der Extraction mit Aether durch 
lfingeres Einsenken des Wachses bezw. der Cocons in fliessendes 
Wasser moglichst entfernt. 

Beim Liegen im Tageslicht wurde der diinne Wachs- 
kuchen fast vollstiindig gebleicht und weiss. Dagegen wurde 
der Geruch deutlich ranzig. 

Hoffer sagt (a. a. O.: Seite 40), «dass die Hummeln vor 
dem Gebrauche das Wachs mit verschiedenen harzigen und 
anderen klebrigen Stoffen vermengen, so dass es in diesem Falle 
kaum als Wachs zu erkennen ist: schmelzbar, aber in. ge- 
ringerem Grade, bleibt es auch dann noch, und den = charak- 
teristischen Wachsgeruch zeigt es  in- grésseren Massen 
immer ». 

Ich glaube, dass diese Behauptungen nicht das Richtige 
trefilen. Harzige Einmischungen wiirden wohl auf den Geruch 
ihre Wirkungen ausiiben. Die dunkle, braune Farbe stammit 
vom Pollen, wenn auch vielleicht nicht ausschliesslich. Ich 
glaube, dass das von mir extrahirte Rohwachs hauptsichlich nur 
von Fett und etwas Pollenfarbstoff verunreinigt war. Das mit 
vielleicht 70°/o Polien vermengte Wachs kann selbstverstiindlich 
hur wenig oder kaum = schmelzen, sondern nur erweichen. 

Da dieses Wachs zu einem anderen Gebrauche als das 
bienenwachs bestimmt ist, so ist es einleuchtend, dass die 
Zusammensetzung in chemischer Hinsicht eine ganz andere sein 
liiliss. Dieses hat auch die chemische Untersuchung erwiesen. 

Das Reinigen des Rohwachses ist tiberaus schwer, da 
das beigemengte Fett fast dasselbe Loésungsverhiiltniss zeigt 
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wie das Hauptprodukt. Ich hatte schon im Jahre 1896 ge- 


funden, dass dieses kein Ester, sondern sehr wahrscheinlich 
ein Alkohol ist, und dass die verunreinigenden Glycerinester 
durch Saponification leicht zu entfernen sind. Ich habe dann 
spiiter in) der Weise gearbeitet, dass ich das Rohwachs 
mit schwiicherer Kalilauge auf dem Wasserbade behandelte, 
dann das oben abgeschiedene Wachs mehrmals aus Alkoho! 


uinkrvstallisirte. Die Verluste sind dennoch gross. Der Stoff 


lost sich ziemlich leicht in’ kochendem Alkohol und scheidet 
sich um so. vollstiindiger aus, je reiner er ist. Nach sechs- bis 
siebenmaligem Umkrystallisiren erhoht sich der Schmelzpunkt 
auf 69—70° C.: nach weiterem Umkrystallisiren bekommt man 
schiiesslich ein’ Produkt, das bet 74—75° C. schmilzt. 

Der ber 69-70" C. sechmelzende Stoff (und ebenso die 
niedriger schmelzenden Produkte) besitzt gew6hnlich die klebrige 
beschatfenheit, des) gemeinen) Bienenwachses, der reine, bei 
7° C. schmelzende Stoff aber nicht mehr. Was Knetbarkeit 
betrifit, gleicht es vollig dem reinen, von Hoffer beschriebenen, 
von den Hummeln selbst abgeschabten Wachse. 

Aus A 


feine, biegsame, wollige Nadeln, die die ganze Mutterlauge zum 





kohol krystallisirt bildet der Stoff ausserordentlich 


Gestehen bringen. Durch Auswaschen mit Alkonol und Aus- 
pressen bekommt man einen schwach gelblichen Presskuchen, 
der bald durch Verwitterung weiss wird. In geschmolzenem 
Z7ustande zeigt das Wachs eine sehr schwache gelbliche Farbe, 
obgleich der rohe Wachskuchen vor dem Umkrystallisiren durch 
Liegen in der Sonne. fast giinzlich gebleicht wird. Die nach 
dem Schmelzen wieder erstarrte, etwas triibe Masse ist’ kry- 
stallinisch, hart, haftet fest am Glase und wird nach dem Reiben 
beim Losmachen stark elektrisch, wodurch alle feineren Theile 
herumgeschleudert werden oder an anderen Gegenstiinden haften 
bleiben. — Der Stoff l6st sich auch in’ der Kiilte mehr oder 
weniger leicht in den) gewohnlichen LoOsungsmitteln fiir Fette: 
Chloroform, Aether ue. s. w. 


Hier folgen zwei Analysen, die ich gemacht habe: 
|. Schmelzpunkt der Substanz 73—73,5° C. 
0.52165 gr. gaben 0.9697 CO, = 82,23" C 


"2 
und 0.4082 H,O = 14,100 Hg. 
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Il. Die vorige Substanz noch mehrmals umkrystallisirt, wodurch 
Schmelzpunkt auf 74,5° C. erhdht wurde. 
0.2553 gr. gaben 0.7714 CO, S241! C, 
und 0.3286 H,0 = 14,30°)0 H,. 

Die erste Analyse stimmt leidlich, die zweite sehr gut 
mit der Formel C,,Hj,.0, welche 82,59°/o C und 14,1790 H 
erfordert. Doch muss es weiteren Untersuchungen itiberlassen 
werden, die endgiltige Formel festzustellen, da die gleich unten 
folzende Untersuchung nicht Resultate ergeben hat, welche die 
Formel C,,H,,0 zweifellos machen. 

beim Erhitzen der Substanz ber 1L50—160" C. mit Benzoe- 
siiureanhyvdrid (C.,H,,0 gegen 0,5 Mol. Benzoesiiureanhydrid) 
erhilt man eine sowohl in heissem als, obwohl weniger leicht, 
in kaltem Alkohol lésliche Substanz, die nach mehrmaligem 
Umkrystallisiren bei 55° C. schmilzt. Diesen Schmelzpunkt er- 
hielt ich bet zwei verschiedenen Priiparaten. Auch durch 
Umkrystallisiren aus Benzol, Petroliither, Alkohol wurde er 
nicht geiindert. Die Substanz musste also ziemlich rein ge- 
wesen sein. Die Analyse ergab folgende Werthe: 

HI. 0.3999 gr. Substanz gaben 1,2088 CO, = 82,104°/o C, 

und 0.4706 H,O == 13,2499 Hy. 

Die Formel C,H, 0. C,Hj,O wiirde 82,2790 C und 
12,3790 H erfordern. Die hohen Wasserstoffprocente kann 
ih bis auf Weiteres nicht befriedigend erkliiren, um so mehr 
wis vier verschiedene, hier nicht angefiihrte Analysen dieselben 


Wasserstoffprocente ergaben. 





Ks war meine Absicht, erst spiiter diese Mittheilung ein- 
zusenden. Einige Umstiinde, vor Allem das geringe Material, 
welches zu meiner Vertiigung steht, und die Unwahrschein- 
ichkeit, in diesem Sommer eine gréssere Menge Rohmaterial 
7 erhalten, haben es jedoch néthig gemacht, schon jetzt vor- 
“iufig meine Untersuchungen zu publiciren. 


Helsingfors, Physiologisch-chemisches Institut, 














Bedeutung der Stereochemie fiir die Physiologie. 
Von 
Emil Fischer. 


Der Redaction zugegangen am 15. August 1898.) 


Die riaumliche betrachtung des chemischen Molekiils. 
welche mit der von Pasteur bei den Weinsiiuren erkannten 
Asymmetrie begann, hat durch die Theorie des asymmetrischen 
Kohlenstoffatoms von vant Hoff und Le Bel fiir die organische 
Chemie liingst eine fundamentale Bedeutung gewonnen. — Da 
ihre Resultate in den Kreisen der Physiologen weniger bekannt 
zu sein scheinen, so will ich es versuchen, an den wichtigsten 
Beispielen zu zeigen, wie niitzlich dieselben bei der Erforschung 
mancher biologisch-chemischer Erscheinungen verwerthet werden 
konnen. 

Dass der Organismus optisch active Kohlenstoffverbin- 
dungen, welche man nach Pasteur als asymmetrische Molekiile 
zu betrachten hat, mit Vorliebe bereitet, ist seit den Unter- 
suchungen von Biot aus dem Anfang dieses Jahrhunderts bekannt. 
und umgekehrt weiss man auch seit dem beriihmten Versuch 
von Pasteur itiber die Vergiihrung der Traubensi&iure durch 
Schimmelpilze,!) wobei zuerst die Rechts-Weinsiiure verbrannt 
wird, dass zwei optische Antipoden von dem Organismus mit ver- 
schiedener Geschwindigkeit verarbeitet werden. Diese Methode. 


1, Eine umtassende und sehr lehrreiche Untersuchung diese- 
Phinomens hat vor einigen Jahren W. Pfeffer angestellt. Jahrb. f. wissen- 
schaftl Botanik 28. 205. 
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aus einer racemischen Verbindung durch partielle Vergiihrung 
die eine optisch active Hilfte zu isoliren, ist seitdem in = zahl- 
reichen Fallen mit Hilfe von Schimmel-, Spross- oder Spalt- 
pilzen benutzt worden. Dass derselbe Unterschied bei den 
sterisch verschiedenen ungesiittigten Verbindungen — besteht, 
wurde in einem Falle, an dem verschiedenen Verhalten der 
Fumar- und Maleinsiiure gegen Penicillium glaucum und Asper- 
gillus niger von E. Buchner?!) bewiesen. 

Die erste Beobachtung, dass auch der hidher entwickelte 
Qrganismus auf zwei optische Antipoden verschieden reagirt, 
machte Piutti?) bei den beiden Asparaginen, von welchen das 
eine sss und das andere fade schmeckt, und Pasteur’) er- 
kliirte diese Erscheinung durch die chemische Asymmetrie der 
Nervensubstanz. 

Ein viel grésseres thatsaichliches Material fiir das Studium 
dieser Beziehungen zwischen riumlichem Aufbau des Molekiils 
oder, wie man jetzt gewo6hnlich sagt, Configuration des Molekiils 
und biologischer Wirksamkeit hat die neuere Untersuchung der 
Kohlenhydrate und Glucoside geliefert. Sie bot mir insbesondere 
Gelegenheit, den von jeher als typisch geltenden Giahrprocess, 
die alkoholische Giihrung, vom stereochemischen Standpunkt zu 
studiren. Da die betreffenden Beobachtungen in einer Reithe 
von Einzelabhandlungen?) zerstreut und haufig durch den itiber- 
wiegend chemischen Inhalt verdeckt sind, so scheint es mir 
zweckmiissig, sie hier im Zusammenhang darzustellen und 
zugleich einige Missverstiindnisse zu beseitigen, welche die 
lrihere knappe Form der Publication veranlasst hat. 


Configuration und alkoholische Giahrung der 
Monosaccharide. 
Obschon durch das Eingreifen der Synthese jetzt Mono- 


saccharide der verschiedensten Zusammensetzung d. h. mit einem 





1) Ber. d. d. chem. Ges. 25, 1161. 

-) Compt. rend. 103, 134. 

3) ibid. 103, 138. 

4) Berichte d. d. chem. Ges. 1894 und 189%. 
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Giehalte von zwei bis neun Kohlenstoffatomen bekannt sind, s« 
kommen doch fiir die vorliegende Frage vorzugsweise die Hexoser 
C.H,.0,, welche bekanntlich wieder in Aldosen und Ketosen 
zerfatlen, in Betracht. Von den elf bekannten Aldohexosen 
haben sich nur drei, d-Glucose (Traubenzucker), d-Mannose 
und d-Galactose giihrfiihig gezeigt, und von den Ketohexosen, 
deren Zahl durch die Arbeiten von L. de Bruyn und van 
Ekenstein in neuester Zeit) sehr gewachsen ist, zeichne! 
sich nur die d-Fructose durch dieselbe Eigenschaft!) aus. Dass 
die Optischen Antipoden dieser vier Zucker von der Hefe nicht 
veriindert werden und dass in Folge dessen bei der Behandlung 
der racemischen Verbindungen mit Hefe nur die eine Hiilfte 
verschwindet, entspricht der alten Pasteur’ schen Regel. Da 
fiir alle Aldohexosen und die Fructose die Configuration des 
Molekiils im = Sinne der Theorie des asymmetrischen Kohlen- 
stoffatoms festgestellt ist, so. liisst sich ihr Einfluss auf die 
Giihrbarkeit an der Hand der chemischen Formeln discutiren. 
Ks wird geniigen, dieselben nur fiir die vier gahrbaren Zucker 
anzutiihren: 


COH COH COH C.H,.OH 
H-COH | HO-G-H H-C-OH CO 
HOCH HO-G-H -HO-G-H HO-G-H 
H- CG: OH H-C-OH HO-C-H H-:C-OH 
H-C-OH H-C- OH H:-C-OH H-C- OH 
CH,.OH  CH,-OH ~~ CH,-OH_ CH, OH 
d-Glucose d-Mannose = d-Galactose — d-Fructose 
Man ersieht daraus, dass die d-Fructose dem Trauben- 
zucker und der Mannose sterisch vollig gleicht; denn an den drei 


asymimetrischen Kohlenstoffatomen, welche sie nach enthiilt, 
ist die Anordnung genau dieselbe wie bei den beiden anderen 


') Da die Existenz der Pseudofructose. welche ebenfalls gahrfahig 


sein soll, noch nicht ganz sicher ist. 
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Zuckern, und diese sterische Verwandtschatt ist offenbar fiir 
die Thiitigkeit der Hefe massgebend. Denn alle bisher gepriiften 
Saccharomyceten, welche alkoholische Githrung erzeugen, ver- 
arbeiten diese drei Zucker mit annihernd gleicher Leichtigkeit. 
Aber auch in chemischen Metamorphosen kommt diese Aehn- 
lichkeit zum Ausdruck, denn Glucose, Mannose und Fructose 
konnten durch mehrere Uebergiinge miteinander  verknipt! 
werden. Weiter entfernt sich von ihnen auch in Bezug aul 
die Configuration die d-Galactose. Dem = entspricht das Ver- 
halten gegen Hefe: denn sie wird durchgehends langsamer als 
der Traubenzucker und von einigen Hefenarten, wie Saech. 
apiculatus und Saech. productivus, wtberhaupt nicht ver- 
eohren. 

Die iibrigen, nicht githrbaren Hexosen unterscheiden sich 
von den vorigen Formen dadurch, dass einzelne oder auch 
alle Hvdroxyle auf der entgegengesetzten Seite stehen. Wie 
veringe Verschiedenheiten schon geniigen, um die Wirkung der 
Hefe auszuschliessen, beweist das Beispiel der d-Talose, welche 
folgende Configuration hat: 

COH 


HO-C-H 
HO-C-H 
HO-C-H 

H-C-OH 

CH,OH 


Sie steht zur d-Galactose in demselben Verhiiltniss, wie 
die Mannose zur Glucose, die. Stellung der beiden obersten 
Hvdroxyle ist dieselbe wie in der d-Mannose, die der beiden 
mittleren die gleiche wie in der Galactose und die des unteren 
identisch mit derjenigen der Glucose, Mannose und Galactose. 
Wenn trotzdem die d-Talose nicht giihrfiihig ist, so geht daraus 
hervor, dass nicht die Stellung der einzelnen Hydroxyle, sondern 
erst ihre Combination d. h. die gesammte Configuration aus- 
schlaggebend ist. Ob unter den 5 von der Theorie noch vor- 
gesehenen, aber bisher unbekannten Aldohexosen gihrfihige 
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Formen vorhanden sein werden, liisst sich nicht voraussehen, 
Ist aber auch principiell fiir unsere Betrachtung — gleich- 


oily, 


Die zuvor geschilderten Erscheinungen wurden von mir 


heobachtet vor der wichtigen Entdeckung von EE. Buchner, 
dass die alkoholische Gihrung von der Hefezelle getrennt wer- 
den kann, dass mit anderen Worten ein lésliches Ferment, 
die Zymase, existirt, welches dieselbe hervorruft. Ich zwei- 
felte damals nicht daran, dass zwischen der Configuration der 
Hexosen und den ber der Gihrung in Kraft) tretenden che- 
mischen Agentien der Hefezelle eine bestimmte Relation be- 
stehen miisse, und gab dieser Ueberzeugung in  Gemeinschaft 
mit Thierfelder durch Aufstellung einer Hypothese tiber die 
stereochemische Verwandtschaft) von Zucker und Giébrungs- 
ferment Ausdruck.!) 

[im diesen Betrachtungen aber eine bessere Grundlage zu 
verschaffen, schien es mir vor allen Dingen nothwendig, die 
Untersuchung auf die vom Organismus abgetrennten Fermente 
auszudehnen, was fiir die alkoholische Giéhrung damals noch 
nicht moglich war. Die Gelegenheit dazu boten mir indessen 
die kiinstlichen Glucoside der Alkohole, und die hier gewonnenen 
Resultate liessen sich zum Theil auch auf die natiirlichen Poly- 
saccharide tibertragen. 


Configuration und enzymatische Spaltung der 


Glucoside.? 


Durch Erhitzen der Aldosen mit sehr schwacher alkoho- 
lischer Salzsiiure entstehen, wie ich an vielen Beispielen gezeigt 
habe, in der Regel gleichzeitig zwei isomere Glucoside, welche 
als @- und 8-Verbindung unterschieden wurden. In der Yor- 
aussetzung, dass sie stereoisomer sind, habe ich ftir die beiden 


1) Ber. d. d. chem. Ges. 27, 2031. 
2) Vergl. meine Mittheil. Ber. d. d. chem. Ges. 27, 2985, 3479 u. 28, 


1429, 1508, 1145. 
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Methviderivate des Traubenzuckers  folgende  Formeln — aut- 
vestellt: 4) 


3 HC. OCH, CHO-C H 

4 HC ows HC OH? 

3 i. . 

: , > >O 
3 HOCH HO CoH ‘i 
; H-C- H-C- 

3 HC OH HC: OH 


CH, OH CH, OH 


Die Priifung der beiden Verbindungen mit dem iiltesten 





© — glucosidspaltenden) Enzym, dem = Emulsin, hat) nun ergeben, 
f dass die 3-Verbindung dadurch sehr leicht in) Traubenzucker 


und Methvlalkohol gespallen wird, wie folgender Versuch zeigt: 
|! Theil kiiufliches Emulsin, aus) bitteren) Mandeln bereitet, 
wurde mit einer Losung von 2 Theilen 3-Methylglucosid in 
20 Theilen Wasser iibergossen, kurze Zeit: geschiittelt, um das 
Ferment modglichst zu lésen, und die Mischung 20 Stunden 
im Brutschrank bei 30——35° aufbewahrt. Die Bestimmung des 
ietzt vorhandenen Traubenzuckers, welche durch direkte Titration 
init Fehling scher Lo6sung ausgefiihrt werden konnte, ergab, 
dass tiber 90° /o des Glucosids gespalten war. Genau unter 
denselben Bedingungen zeigt das a-Methylglucosid keine nach- 
welsbare Hydrolyse. 

Gerade umgekehrt verhiilt es sich nun mit den in der 
bierhefe enthaltenen Enzymen. Eines derselben, von dem spiter 
wustiihrlich die Rede sein wird, spaltet das a«Methylglucosid 
und liisst die s-Verbindung unberiihrt. Um eine Vorstellung 
von den Bedingungen zu geben, unter welchen dieser Unter- 
<chied zu Tage tritt, will ich ebenfalls einen Versuch in den 


\3 . ma] ry Me 2 : 
is Linzelheiten beschreiben. 1 Theil a-Methylgluccsid wurde mit 
\" 1) Die Griinde, welche fiir diese Auffassung sprechen, will ich hier 


nicht wiederholen. Sollten sie wider Erwarten sich nicht bestatigen 
ind die Verschiedenheit der beiden Glucoside spiiter als eine Structur- 
somerie erkannt werden, so wiirde zwar dieser specielle Fall aus der 
iumlichen Betrachtung ausscheiden, im Uebrigen aber wiirden die 


} ee 
s / by ly 


hliisse dieser Untersuchung dadurch nicht beriihrt werden. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, XXVI 
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10 Theilen einer Fermentlosung, welche durch 1dstiindiges 
Auslaugen von 1 Theil lufttrockener Bierhefe (Reincultur Typus 
Frohberg) mit 15 Theilen Wasser bei 30° bereitet war, 20 
Stunden im Brutschrank bet 30—35° behandelt. Die Titration 
mit Fehling’ scher Loésung ergab, dass die Hiilfte des Glu- 
ceosids in Zucker verwandelt war. Unter den gleichen Be- 
dingungen wurde das 8-Methylglucosid gar nicht veriindert. 

Derselbe Unterschied zeigte sich bei dem = bisher nur_ in 
einer Form bekannten Aethyl- und Phenol-Glucosid.!) Zweifellos 
besteht also in dem Verhalten gegen die beiden Enzyme. ein 
ganz scharfer Unterschied der a- und 8-Derivate des Trauben- 
zuckers, so dass wir auf diesem Wege die beiden Arten leicht 
erkennen konnen, wiihrend chemische Agentien fiir diesen 
Z7weck fehlen. 

Da aber, wie zuvor erwiihnt, die Méglichkeit einer Structur- 
isomerie fir a- und §-Glucoside bisher nicht sicher ausge- 
schlossen werden konnte, so liefern alle diese Beobachtungen 
keinen strengen beweis fiir die Abhiingigkeit der Enzvmwirkung 
von der Configuration. Gliicklicher Weise fallen solche Bedenken 
weg ber den zwei Methylderivaten der l-Glucose, welche ich 
a-Methyl-l-glucosid und 3-Methyl-l-glucosid) genannt habe, und 
welche zweifellos die Spiegelbilder der entsprechenden d-Ver- 
bindungen sind. Da diese beiden l-Glucoside weder von Emulsin 
noch von Hefenenzym angegriffen werden, so haben wir hier 
genau denselben Unterschied wie bei der verschiedenen Ver- 
vihrbarkeit von d- und |-Glucose resp. anderen optischen Anti- 
poden durch Hefe oder sonstige Gihrungserreger. 

Nicht minder interessant ist das Verhalten der Glucoside. 
welche sich von den tibrigen Hexosen ableiten. Hier kommen zu- 
niichst die Derivate der giihrbaren Zucker in Betracht. Von der 
d-Galactose sind beide Methylverbindungen bekannt, und wieder 
wird die eine nur von Emulsin und die andere von Hefenenzym 
hvdrolysirt. Aber der Vorgang findet langsamer statt als bei den 
d-Glucosiden, so dass der Unterschied anniihernd der verschie- 
denen Schnelligkeit bei der alkoholischen Gihrung von Trauben- 


l, Siehe die Tabelle Seite 69. 
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zucker und Galactose entspricht. In auffallendem Gegensatz 
dazu ist das Methylderivat der ebenfalls giihrbaren d-Mannose 
<owohl gegen Emulsin wie gegen Hefenenzym bestiindig, und 
dasselbe gilt von seinem optischen Antipoden, dem Methy!-l- 
mannosid. Leider wurde das zweite Methyl-d-mannosid bisher 
nicht gefunden. 

Indifferent gegen die beiden Enzyme sind endlich alle 
bisher gepriiften Glucoside der Pentosen, Methylpentosen und 
Heptosen. Da die Glucosidgruppe in diesen Verbindungen 
zweifellos die gleiche Structur besitzt, wie bei den Derivaten 
des Traubenzuckers und der Galactose, so liegt der Grund fiir 
die verschiedene Angriffskraft der Enzyme offenbar in der 
Configuration des Zuckermolekiils. 

Besonders lehrreich ist das Beispiel der beiden Xyloside. 
Die Xylose selbst hat eine ganz ihnliche Configuration wie der 
Traubenzucker, wie die folgenden Formeln zeigen: 


COH COH 
HC: OH H-C- OH 
HO-C-H HO-C-H « 
HC: OH HC: OH 
*H-C- On CH, OH 
CH, OH 
Traubenzucker Xylose 


Nur fehlt in ihr das beim Traubenzucker mit * bezeichnete 
Kohlenstoffatom. Da nun letzteres offenbar bei der Glucosid- 
hildung keine massgebende Rolle spielt, dieselbe sich vielmehr 
nach allen bisherigen Erfahrungen an den vier oberen Kohlen- 
stoffatomen des Molekiils vollzieht, so darf man annehmen, 
dass die Glucosidgrappe bei den Derivaten der Xylose und des 
Traubenzuckers structur- und stereochemisch gleich gebaut ist. 
Um das zu veranschaulichen, stelle ich die Configurations- 
formeln der vier Verbindungen zusammen, bei welchen die 
von mir bevorzugte allgemeine Structurformel der Glucoside 
benutzt ist: 














COCH, — CH,0-C.H H-C:OCH, — CH,O-C.H 








ORY, OH H-C-OH H-C OWN. 
HO: cn HO. von HO-C a HO-C- 4] 
| hall A -C HC 
C- OH HC: OH CH,.OH CH, OH 
CH, : OH CH, : OH a- und 8-Methylxvlosid 








a- und §-Methyl-d-glucosid 


Die Indifferenz der Xyloside gegen Emulsin und Hefen- 
enzym zeigt mithin, welch’ feine Unterschiede fiir den Angriff 
dieser Stoffe massgebend sind, oder mit anderen Worten, wie 
grob die Vorstellungen noch sind, welche wir trotz aller Fort- 
schritte der Structur- und Stereochemie von dem Aufbau des 
chemischen Molekiils haben. Das weitere Studium der enzy- 
matischen Processe scheint mir deshalb berufen zu 
sein, auch die Anschauungen tiber den molekularen Bau 
complicirter Kohlenstoffverbindungen zu vertiefen. 

Viel diirftiger als bei den Aldosiden sind die bisherigen 
Krfahrungen bei den Ketosiden. Das einzige krystallisirte 
Produkt dieser Art,-das Methylsorbosid, wird von Emulsin und 
Hefenenzym nicht veriindert. Dagegen wurde bei einem syrup- 
fOrmigen Priiparat, welches aus d-Fructose und Methylalkohol 
gewonnen war, eine partielle Spaltung durch Hefe beobachtet, 
so dass auch hier aller Wahrscheinlichkeit nach aihnliche Ver- 
hiitltnisse wie bei den Aldosiden bestehen. 

In der folgenden Tabelle (S. 69) ist das Verhalten der ver- 
schiedenen Glucoside gegenEmulsin und Hefenenzym iibersichtlich 
zusammengestellt. Die von anderen Autoren herriihrenden Beob- 
wchtungen sind durch Sternchen markirt. Auf die synthetischen 
Produkte folgen die natiirlichen Glucoside, von denen aber die 
beiden ersten, Salicin und Helicin, bekanntlich auch von, Michael 
kiinstlich dargestellt wurden. Ein halb kiinstliches Produkt ist 
das von mir aus dem Amygdalin gewonnene Mandelnitrilglucosid. 

Die natiirlichen Glucoside sind zum grésseren Theil Deri- 
vate der Phenole und gehéren offenbar zur f-Reihe, da_ sie 



































Synthetische Glucoside Emulsin Hefenenzym 
So seit OR | 
u-Methyl-d-glucosid .................. -+ 
B-Methyl-d-glucosid .................. + 
a-Methyl-l-glucosid ........0 0. ....... 
. {B-Methyl-l-glucosid ................ — - 
<a = Ja-Aethyl-d-glucosid .......0....0..... - J 
Z Phenol-d-glucosid............. -+-*) 
+ |= ]a-Methyl-d-galactosid ................ _ + 
£) |3-Methyl-d-galactosid .......... 
- Methyl-d-mannosid ............. 
2 Methyl-l-mannosid .. .......... 
’ Methylarabinosid ........ — 
4 TNE 62 KASS, 
( i re — 
: Methylrhamnosid ............... _- 
; Methylglucoheptosid ... ....... 
a Sof Methylsorbosid ................. --- 
3 27 | Methyl fructosid (nicht krystallisirt.) a 
be | 
Natiirliche Glucoside | Emulsin Hefenenzym 
EE Pe ge higiy trig ean, +.*) 
a ee ee .*) ~— 
: | eee ee 
4 & I a ks kt coats waren +.*) _— 
: = DNS Vege bees +-*) — 
: SPPhillyrin ...... ‘) 
BE itoxcvewnas wis — 
ed i) ee +-*) | _ 
=]. ¥ 
2Paponm ........ — | — 
= [Phloridzin............... *) | 
Mandelnitrilglucosid | 
(halb kiinstlich.) ....... -+ _- 
Derivat eines Disaccharids) Amygdalin .............. +-*) | + 
(Derivai d. Khamnoge) Quercitrin .......... — | 
— hbedeutet Hydrolyse. 
— . keine Hydrolyse. 
*, bedeutet, dass die Angabe von anderen Autoren herriibrt. 











von Emulsin, aber nicht von Hefenenzym angegriffen werden. 
Kinige derselben, wie Phillyrin, Apiin, Saponin und Phloridzin, 
sind auch gegen Emulsin  bestiindig, obschon sie sich vom 
Traubenzucker ableiten. Wodurch diese Indifferenz verursacht 
wird, liisst) sich vorliufig nicht ermitteln. Manche anderen 
complicirten Glucoside kébnnen mit den Enzymen nicht gepriift 
werden, weil sie in Wasser unloslich sind. 

Einen eigenartigen Fall haben wir bei dem Amyegdalin. 
Dasselbe ist kein einfaches Derivat des Traubenzuckers, sondern 
leitet. sich von einem Disaccharid, wahrscheinlich von der 
Maltose, ab. Es wird sowohl von Emulsin wie von Hefenenzym 
angegriffen, aber in ganz verschiedener Weise gespalten. Ersteres 
erzeugt bekanntlich Bittermandelél, Blausiiture und Trauben- 
zucker. Die Wirkung des Hefenenzyms beschriinkt sich dagegen 
auf die Abspaltung von einem Molekiil Traubenzucker; daneben 
entsteht das Mandelnitrilglucosid, welches gegen Hefe bestindig 
ist, dagegen von Emulsin weiter in Bittermandeloél, Blausiiure 
und Traubenzucker zerlegt wird.*) 


Configuration und Enzymwirkung bei den 
Polysaechariden. 


Obschon die Beobachtungen iiber die Hydrolyse der Poly- 
saccharide durch Enzyme ausserordentlich zahlreich sind, so 
beschriinkt sich doch das Material, welches fiir die vorliegende 
Frage in Betracht kommt, auf wenige Fille bei den Disacchariden 
und gestattet auch hier nicht einmal so sichere Schliisse, wie bet 
den Glucosiden. 

Disaecharide der Hexosen sind bisher sieben genauer be- 
kannt, vier natiirliche — Rohrzucker, Maltose, Milchzucker und 
Trehalose —, ferner drei kiinstliche, die Melibiose, welche aus 
der Melitriose durch partielle Hydrolyse entsteht, die Turanose, 
welche auf dieselbe Art aus der Melicitose gewonnen wird, und 
endlich die synthetisch aus Traubenzucker dargestellte Isomaltose, 
welche aber in reinem Zustand nicht bekannt ist. Maltose und 
Milchzucker sind structurchemisch so ausserordentlich éhnlich, 


1, KE. Fischer, Ber. d. d. chem. Ges. 28, 1508. 
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wie die Bildung der Osazone und das Verhalten gegen Essigsiiure- 


anhydrid beweist, dass ich ihre Stereoisomerie fiir recht wahr- 
-cheinlich halte, wenn auch der definitive Beweis dafiir schwer 
zu liefern ist. Unter der Voraussetzung, dass diese Zucker eine 
slucosidihnliche Gruppe enthalten, habe ich deshalb fiir beide 
vorliufig die gleiche Structurformel : 

CH, OH» CHOH- CH CH - OH» CHOH - CH—O—CH, - (CHOH), - CHOH - COH 


Galactoserest ol Glucoserest 


=_sZ 
Milehzucker 





autgestellt. Die Isomerie hegt nun einerseits darin, dass die 
aut der linken Seite stehende Hiilfte des Molekiils in) einem 
Faile die Configuration des Traubenzuckers, im anderen Falle 
diejenige der Galactose besitzt. Dazu tritt aller Wahrscheintich- 
keit nach noch ein Unterschied in der Configuration der Glucosid- 
vruppe: denn die beiden Zucker unterscheiden sich wieder 
‘ihnlich dem a- und s-Methylglucosid ganz scharf in ihrem Ver- 
halten gegen Emulsin und Hefenenzym. Von dem = ersteren 
wird der Milchzucker recht leicht gespalten, wiihrend die Maltose 
gegen dieses Enzym ganz bestiindig ist. Umgekehrt erfolgt die 
Hydrolvse der Maltose durch das Enzyvin der Hefe, wiahrend 
der Milchzucker unter denselben Bedingungen intact bleibt. 
Analog dem Emulsin verhalten) sich ferner, wie ich = nach- 
vewlesen habe, die sogenannten Lactasen, welche im Kefir und 
den Milchzuckerhefen enthalten sind.?) 

Stereoisomer mit der Maltose ist vielleicht) auch die 
<ynthetische Isomaltose. Meine Beobachtungen  beschriinken 
sich hier auf das Verhalten gegen die Hefenenzyme, wovon der 
Zucker nicht angegriffen wird. 

Die Melibiose ist’ bekanntlich féhnlich dem = Milchzucker 
das Anhvdrid von einem Molekiil Traubenzucker und einem 
Molekiil Galactose. Ob sie mit der Maltose und dem Milch- 
Zucker stereoisomer ist, léisst sich nach den = bis jetzt vor- 
liegenden diirftigen Beobachtungen nicht entscheiden. Nach dem 
Verhalten gegen Enzyme diirfte das aber wahrscheinlich sein; 
‘i¢ wird niimlich von einem Enzym, welches in der unter- 


1) Ber. d. deutsch. chem. Ges. 27. 2991, 5481. 















gihrigen Hefe enthalten ist, gespalten, withrend sie gegen 
Kimulsin bestiindig ist. 

So diirftig diese Beobachtungen auch sind, so deuten sie 
doch darauf hin, dass hier iihnliche Verhiiltnisse bestehen wie 
bet den Glucosiden, und wenn es erst gelungen sein wird, die 
Disaccharide synthetisch zu bereiten und dadurch eine grossere 
Anzahl von stereoisomeren Formen zu erzeugen, so wird man 
unzwelfelhaft) ebenso scharfe Unterschiede der enzymatischen 
Spaltung beobachten. 


Enzyme der Hefe und Gihrbarkeit der 
Polysaccharide. !) 


bei den zuvor erwaihnten Versuchen hatte ich Gelegen- 
heit, die Enzvme der Hefe genauer kennen zu lernen und dabei 
gleichzeitig eine allgemeinere biologische Frage, die Vergiihr- 
barkeit der’ Polysaccharide, von neuen Gesichtspunkten aus zu 
betrachten. Da die hierbei erlangten Resultate auch in einer 
Reihe von Abhandlungen zerstreut) sind, so scheint es mu 
nitzlich, sie ebenfalls in tibersichtlicher Gruppirung zusammen- 
zustellen. Vor Beginn meiner Untersuchungen war mit Sicher- 
heit nur ein Enzym der gewohnlichen bierhefe bekannt, das 
Invertin, welches in) neuerer Zeit von manchen Autoren im 
Interesse einer einheitlichen Nomenclatur Invertase genannt 
wird. Dasselbe spaltet bekanntlich den Rohrzucker in Glucose 
und Fructose, ferner erzeugt es aus der Melitriose die Melibiose 
und Fructose. Die Gihrbarkeit) des Rohrzuckers wurde dem- 
entsprechend schon lange dahin interpretirt, dass er zuniachst 
hydrolysirt und dann erst) die Spaltungsprodukte in Alkoho! 
und Kohlensiiure zerlegt werden. Fir die Maltose und _ alle 
iibrigen vergihrbaren Polysaccharide nahm man dagegen_ fast 
allgemein eine direkte Vergiihrung durch die Hefe an. Nu 
ganz vereinzelt waren Zweilfel an dieser Auffassung, speciell 
heziiglich der Maltose. geiiussert worden. So hatte namentlich 
Kk. Bourquelot die primiire Spaltung der Maltose durch Enzyme 
der Hefe zu beweisen versucht, aber die Schwierigkeit, Trauben- 


1; Ber. d. deutsch. chem. Ges. 27, 2986, 3479; 28, 1429. 
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yucker neben Maltose sicher zu erkennen, war bel seinen 


Versuchen so stérend, dass sie keinen Anspruch auf vollige 
Kntscheidung der Frage erheben konnten, und da_ seiner Be- 
obachtung viele andere negative Versuche von anderer Seite 
entgegenstanden, so sind auch seine Schlussfolgerungen meines 
\Wissens von keinem Zvymochemiker anerkannt worden. Eine 
andere Beobachtung tiber die Spaltung der Maltose durch einen 
Auszug von getrockneter Hefe war von C. Lintner gemacht, 
aber in so. beiliiufiger Form und ohne alle Discussion ihrer Be- 
deutung beschrieben worden, dass sie ebenfalls keine Beachtung 
vefunden hatte. 4) 

Durch die Benutzung des Phenylhydrazins, welches die 
Krkennung des Traubenzuckers neben unveriinderter Maltose 
oder, allgemein gesprochen, den Nachweis der Monosaccharide 
neben den Polysacchariden so sehr erleichtert, konnte ich 
diese Frage sicher entscheiden. Es zeigte sich, dass man aus 
eetrockneter Hefe leicht einen wisserigen Auszug bereiten kann. 
welcher nicht allein den Rohrzucker, sondern ebenso gut die 
Maltose hydrolysirt. Das Enzvm, welches die letztere Wirkung 
ausiibt, ist aber durchaus verschieden von der Invertase, denn 
es fehlt in einzelnen Hefenarten, welche Invertase enthalten, 
und ausserdem besitzt die durch mehrmalige Fillung mit Alkohol 
cereinigte Invertase nicht die Fihigkeit, Maltose anzugreifen. 
Fiir die Maltose spaltenden Enzyme hat die Mehrzahl der Zymo- 
chemiker den Namen Glucase angenommen. Im Interesse einer 
einheitlichen Bezeichnungsweise ist es jedoch viel zweck- 
iniissiger, das Wort Maltase, welches Bourquelot zuerst fiir ein 
die Maltose spaltendes Enzym von Aspargillus niger vorge- 
schlagen hat, zu acceptiren. Da es nun eine Reihe von solchen 
Maltasen gibt, so habe ich es zweckmiissig gefunden, dieselben 
hach dem Ursprung, d. h. nach dem Organismus oder einzelnen 
Organ, in welchem sie sich finden, zu unterscheiden und 
dementsprechend das Enzym der Hete als Hefenmaltase zu 
bezeichnen. 

Fiir die meisten Versuche mit Hefenenzymen, besonders 


1) Vergl. meine Mittheilung, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 28, 1435. 











wenn es auf die Invertase und Maltase ankommt, kann man 
sich emer guten Brauereihefe bedienen, sicherer aber ist es, 
eine Reincultur anzuwenden, wie sie heutzutage kauflich sind. 
leh habe mich fiir alle entscheidenden Versuche einer Saccharo- 
myces cerevisiae Typus Frohberg bedient. Die moéglichst frische, 
<charl abgepresste Hefe, wie sie direkt fiir Brauereien im Grossen 
hergestellt wird, muss) zuniichst 2—3 mal mit der 10fachen 
Menge Wasser verrieben und durchgeschiittelt’ werden. Die 
Entfernung der Mutterlauge geschieht am besten durch Filtration 
nut dem Pukallschen Ballonfilter, welches allgemein fiir derartige 
Zwecke sehr zu empfehlen ist. Die modglichst scharf abge- 
sogene Hefe wird dann auf) pordsen Thontellern in’ diinner 
Schicht) ausgebreitet und bei Zimmertemperatur an der Lutt 
getrocknet. Sie schrumpft dabei zusammen und nimmt eine 
dunkelgraue Farbe an. Nach 1—2 Tagen wird sie durch 
Zerreiben moeglichst zerkleinert und abermals an der Luft ge- 
trocknet, bis sie ein loeckeres Pulver bildet. Die letzte Trock- 
nung kann auch bei emer Temperatur von 30—35° ausgetiihrt 
werden. In diesem Zustand liisst) sich die Hefe monatelang 
aufheben, ohne dass die Maltase zerst6rt wird. Soll das Enzym 
dann zur Anwendung kommen, so wird die getrocknete Hete 
mit der 10-—15fachen Menge destillirten Wassers tibergossen, 
ber 3O—35" unter zeitweisem Umschiitteln 12—20 Stunden 
ausgelaugt und die Fliissigkeit durch Papier filtrirt. Um in 
dieser Losung die Entwicklung von Organismen zu verhindern, 
ist es nothig, ein Antisepticum zuzusetzen. Nach meinen Er- 
fahrungen eignet sich Toluol fiir diesen Zweck am meisten. 
weil es die Enzyme der Hefe am wenigsten schiidigt. 1 Procent 
des Kohlenwasserstoffs ist) vollig ausreichend, nur muss man 
durch gutes Umschiitteln denselben in der Flissigkeit modglichst 
vertheilen. Aber auch in diesem Zustand liisst sich die Enzym- 
lOsung nicht linger als einige Tage unbeschadet ihrer Wirk- 
samkeit aufheben. Man thut deshalb gut, sie fiir jeden Versuch 
frisch zu bereiten. 

An Stelle des Enzymauszugs kann man auch die ge- 
trocknete Hefe direkt) verwenden, wie ich das in) manchen 
Killen gethan. wenn man wiederum durch Zusatz von Toluol 











die Gihrthitigkeit derselben verhindert oder wenigstens so weit 
heschriinkt, dass die aus den Glucosiden bezw. Polysacchariden 
entstehenden giithrbaren Monosaccharide nur zum_ kleinsten 
Theil weiter vergohren werden. 

Im Gegensatz zur getrockneten Hetfe hiilt die frische ihre 
Knzvyme so fest, dass sie unter den obigen Bedingungen von 
\Wasser nicht ausgelaugt werden. Diese Beobachtung ist zuerst 
fir die Invertase von 0. Sullivan gemacht, das Gleiche habe 
ich fiir die Maltase festgestellt. Verwendet man ganz frische 
Culturen in vollig unversehrtem Zustand, so ist der wiisserige 
Auszug gegen Maltose ganz indifferent. Diese Beobachtung hat 
zu der Vermuthung gefiihrt, dass die Maltase erst beim Trocknen 
der Hefe gleichsam als pathologisches Produkt entstehen konne. 
Das wurde noch wahrscheinlicher durch den von Morris!) 
zuerst gelieferten Nachweis, dass eine solche ganz frische Hete in 
einer Losung von Maltose keine Hydrolyse bewirkt, wenn man 
ihre Giihrthiitigkeit durch Zusatz von Chloroform aufhebt. Aber 
ich konnte zeigen, dass es sich hier um eine specifische schad- 
liche Wirkung des Chloroforms handelt; denn bewirkt man die 
Aniisthesirung der frischen Hefe durch Thymol, eine kleine Menge 
von Aether oder am besten durch Toluol, so wird die Maltose 
fast ebenso gut gespalten, wie bei Benutzung von trockener 
Hefe.?) Es scheint mir deshalb nicht mehr zweifelhaft zu sein, 
dass die Maltase auch in der ganz unversehrten Hefe enthalten 
ist, und es steht also der Auffassung nichts mehr im Wege, 
dass auch hier die Maltose vor der eigentlichen Vergithrung 
zuerst. durch Hydrolyse in) Traubenzucker verwandelt wird. 
Allerdings kann das nur innerhalb der Zelle selber geschehen, 
welche ja im unversehrten Zustand das Enzym nicht abgibt. 
Ob dasselbe hier auf irgend eine Weise gebunden ist, oder ob 
nur bei unverletzter Zelihiille seine Diffusion nach aussen ge- 
hindert ist, liisst sich auf Grund der bisherigen Erfahrungen nicht 
entscheiden. 

Dank den grossen Fortschritten der Bakteriologie und 


1) Proc. chem. Soc. 1895 p. 46. 
2) Ber. d. deutsch. chem. Ges. 28, 1456 
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besonders den ausgezeichneten Untersuchungen von Hansen 3 
kennen wir jetzt eine sehr grosse Anzahl von morphologisct, ‘ 
und physiologisch scharf unterschiedenen Saccharomycesarten, i) 
und die Benutzung dieses Materials erlaubt eine eingehendere 4 


Priifung der eben entwickelten Anschauung. War dieselbe 
richtig, so musste in einzelnen Hefen, welche die Maltose oder 
den Rohrzucker nicht vergiihren, auch keine Maltase bezw. 
Invertase nachweisbar sein. Die Bestitigung dafiir  liefern 
folgende Beobachtungen. 

Der wiisserige Auszug von Kefirkérnern, welche in Mal- 
tose keine Gihrung erzeugen, iibte auch keine hydrolvsirende 
Wirkung auf den Zucker aus.!) Ebenso indifferent verhielt sich 
eine von mir untersuchte Reincultur von Milchzuckerhefe : ferner 
haben P. Lindner und ich?) gezeigt, dass Saccharomyces 
Marxianus, welcher nach Hansen die Maltose nicht vergiihrt, 
weder im getrockneten noch im frischen Zustand das Disaccharid 
zu spalten vermag und mithin keine Maltase enthiilt. Ebenso 
liess sich bet Schizo-Saccharomyces octosporus, welcher nach 
seinem Entdecker Beyerinck wohl die Maltose, aber nicht den 
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Rohrzucker vergiihrt, zeigen, dass er zwar Maltase, aber keine 
Invertase enthiilt.  Einen besonders interessanten Fall bot 
endlich Monilia candida. *) Sie vergiihrt sowohl den Rohrzucker 
wie die Maltose, dagegen gibt sie, wie Hansen beobachtet 
hat, an Wasser keine Invertase ab. Hier schien also eine Aus- 
nahme von der eben erwiihnten Regel vorzuliegen und eine 
direkte Vergiihrung des Rohrzuckers stattzufinden. Die genauere 
Priifung des Falles hat aber das Gegentheil bewiesen. Die | 
Beobachtung von Hansen ist zwar ganz richtig, denn weder \a 
aus der frischen, noch der getrockneten Monilia kann ein den : 
Rohrzucker spaltendes Enzym = extrahirt werden.  Liisst man 
aber die getrocknete Hefe bei Gegenwart von Toluol auf Rohr- 
zucker einwirken, so findet eine kriiftige Hydrolyse statt, und 
selbst bei der = frischen Hefe tritt dieselbe, wenn. auch In 


1) KF. Fiseher. Ber. d. deutsch. chem. Ges. 27, 2991. 
2, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 28, 984. 


E. Fischer und P. Lindner ibid. 28, 3057. 














-chwiicherem Maasse, ein, wenn die Zellen durch Zerreiben mit 
Gilaspulver zerrissen werden. Die Monilia ist also unzweitel- 
haft im Stande, den Rohrzucker unabhiingig von der Giihr- 
thiitigkeit zu invertiren, nur ist das hierbel wirksame Agens 
in Wasser nicht loslich. Vielleicht wird es durch die = sinn- 
reiche Methode von E. Buchner, durch Anwendung hohen 
Druckes auch hier gelingen, das invertirende Enzym von der 
Zelle zu trennen. 

Der Milchzucker wird bekanntlich von den Bierhefen gar 
nicht angegriffen, dagegen von den Milchzuckerhefen (Sacch. 
Kefir und Sacch. Tyrocola) vergohren. Dass diese beiden Or- 
ganismen ein Enzym, die Lactase, enthalten sollen, war schon 
vor beginn meiner Untersuchungen von Beyerinck!) behauptet 
worden, weil er beobachtet hatte, dass auf Milchzucker-Niihr- 
velatine nur dann Leuchtbakterien zum Leuchten kamen, wenn 
lmpfstriche mit diesen Saccharomycesarten zuvor erzeugt waren. 
Solche Methoden fiir den Nachweis chemischer Spaltungen 
haben auf den ersten Blick etwas Bestechendes, und die Bak- 
teriologen sind in der That geneigt gewesen, dieselben als be- 
weiskriiftig anzusehen. Der Chemiker wird aber mit gerechtem 
Misstrauen derartige Schliisse betrachten, denn es ist doch 
gewiss nicht die Méglichkeit ausgeschlossen, dass ganz andere 
Zersetzungsprodukte des Milchzuckers hier das Aufleuchten der 
bakterien zur Folge haben, und so ist denn auch gerade die 
behauptung von Beyerinck von seinem Landsmann Schnur- 
mans Stekhoven?) auf das Bestimmteste bestritten worden. 
Von einer wirklichen Kenntniss der Lactase konnte somit auch 
nach der Beverinck schen Beobachtung keine Rede sein. 

Dass man nicht friiher den Nachweis von Lactasen durch 
chemische Reactionen versucht hat, liegt zweifellos wieder an 
der Schwierigkeit, die Spaltungsprodukte des Milchzuckers neben 
unveriindertem Disaecharid nach den alten Methoden zu er- 
kennen. Die Anwendung des Phenylhvdrazins hat auch hier 
unzweideutige Resultate ergeben. Zuniichst gelang es mir, aus 


|) Centralbl. f. Bakteriol. 6, p. 44. 
2) Koch’s Jahresber. itiber Mikroorganisinen, IS9L. p. 136. 
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den KefirkOrnern einen wiisserigen Auszug zu bereiten, welche: 
den Milchzucker leicht spaltet. Die betreffende Lactase lies. 
sich sogar mit Alkohol ausfillen und im trocknen Zustand be- 
wahrte sie liingere Zeit ihre Wirksamkeit. Allerdings ist das 
Knzym in diesem Priiparate vermengt mit Invertase, welche 
gleichfalls in den Kefirk6rnern enthalten ist, wiihrend die Maltase 
hier giinzlich fehlt. Aehnliche Resultate gab die Untersuchung 
einer reinen) Milchzuckerhefe.!) Das Enzym_ liess sich zwar 
hier nur sehr unvollstiindig mit Wasser auslaugen, aber dic 
Hefe selbst bewirkte bei Gegenwart von Toluol eine kriiftige 
Spaltung des Milchzuckers und des Rohrzuckers, enthielt also 
sowohl Lactase wie Invertase. 

Die seltene Trehalose ist bisher auf Gihrfiihigkeit und 
Hydrolyse verhiltnhissmiissig wenig untersucht worden.  bour- 
quelot verdanken wir die meisten darauf beziiglichen Beobach- 
tungen. Er fand das erste Enzym fiir diesen Zucker in Aspar- 
gillus niger und nannte es Trehalase. Dieselbe Wirkung stellte 
er spiiter fest fiir Griinmalz, und bevor mir diese Angabe 
Bourquelots bekannt war, fand ich die Spaltung der Trehalose 
durch eine aus Griinmalz bereitete Diastase. Endlich beobach- 
tete ich noch, dass eine getrocknete Frohberghefe bei Gegen- 
wart von Thymol auch eine schwache Hydrolyse der Trehalose 
bewirkt, dass aber das Enzvm in dem wiisserigen Auszug der- 
selben Hefe nicht mehr erkennbar ist.?) 

Das letzte Disaccharid, welches mit Hefe gepriift: wurde, 
ist die von Scheibler und Mittelmeier entdeckte Melibiose, 
das Spaltungsprodukt der Melitriose (Raffinose). Dieselbe wird 
bekanntlich von den in der Brauerei gebriiuchlichen Unterheten 
vergohren, dagegen von manchen Oberhefen nicht angegriffen. 
Dem entsprechend konnten P. Lindner und ich?) nachwelsen. 
dass die Unterhefen vom Typus Frohberg und Saaz ein 
Knzym enthalten, welches diesen Zucker hydrolysirt. besonder- 
stark war die Wirkunge der Hefe selbst sowohl im_ frischen. 


a 
1, Ber. d. d. chem. Ges. 27. 3481. 
2) Ber. d. d. chem. Ges. 28, : 
3, Ber. d. d. chem. Ges. 28, : 
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vie im getrockneten Zustand, erheblich schwiicher dagegen 
der wiisserige Auszug. Im Gegensatz dazu liess sich bei den 
Qberhefen Frohberg und Saaz keine Hydrolyse der Melibiose 
erkennen. Gleichzeitig mit uns kam Bauer!) zu demselben 
Resultat und schlug fiir das betreffende Enzym den Namen 
Melibiase vor. 

Von Trisacchariden ist nach den bisher vorliegenden Er- 
fahrungen nur die Melitriose durch die Enzyme der Hefe, und 
gwar durch die Invertase, spaltbar. Sie zerfiillt dabei be- 
kanntlich in Melibiose und Fructose (Fruchtzucker), und es 
scheint darnach, dass die Fructose in diesem Trisaccharid mit 
der Melibiose in dihnlicher Weise verbunden ist, wie mit dem 
Traubenzuckerrest im Rohrzucker. 

Eine besondere Betrachtung verdient endlich noch das 
Verhalten des a-Methylglucosids und seiner Verwandten gegen 
die Enzyme der Hefe. Dasselbe wird von den verschiedenen 
Sorten Bierhefe, Typus Frohberg, Typus Saaz, ferner vom 
Typus Brauereihefe und Brennereihefe der Berliner Versuchs- 
brauerel, endlich von sehr verschiedenen Sorten Weinhefe, wie 
die nachfolgende Abhandlung des Herrn Kalanthar zeigt, 
leicht gespalten. Soweit meine bisherigen Beobachtungen reichen, 
haben alle Hefen, welche die Maltose hydrolysiren, die gleiche 
Wirkung auf die a-Glucoside. Es lag deshalb die Annahme nahe, 
dass die Hefenmaltase zugleich diese Glucoside hydrolysire. Leider 
liixst sich der strenge Beweis dafiir nicht liefern, solange man 
nicht im Stande ist, das Enzym im reinen Zustand zu isoliren 
und dadurch die Méglichkeit auszuschliessen, dass in den 
Hefen noch ein besonderes, glucosidspaltendes Enzym_ vor- 
handen ist. Genau derselbe Zweifel besteht aber auch be- 
d\iglich der anderen enzymatischen Wirkungen, und es erhebt 
sich die principielle Frage: Soll man fiir jede specielle Hydrolyse 
eines Polysaccharids ein besonderes Ferment annehmen, oder 
ist es erlaubt, ein und demselben Ferment gleichzeitig die 
Spaltung verschiedener Koérper zuzuschreiben? Die schrotfe 
Betonung des ersten Standpunktes wiirde meiner Ansicht nach 


1) Chemikerzeitung. 1895. 
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zu-unhaltbaren Schliissen fiihren. Man wiirde dadurch z. b. 
zu der Annahme gezwungen, dass im Emulsin, welches das 
3-Methylglucosid, = 3-Methylgalactosid, den = Milehzucker und 
das Amygdalin spaltet, mindestens vier verschiedene Enzyme 





vorhanden sind, oder dass die Bierhefe, welche d-Mannose, i 
d-Glucose, d-Fructose und d-Galactose vergiihrt, auch vier ver- ; 
schiedene Zymasen enthilt. Denn die Unterschiede zwischen 
Maltose, Milchzucker und Melibiose sind nicht grésser, als 
zwischen den eben erwiihnten Substanzen. Aus diesem Grunde 
neige ich vielmehr zu der zweiten Annahme, dass ein und 
dasselbe Enzym der Hefe, die Maltase, sowohl die a-Methyl- 
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Maltasen d. oh. chemische Verbindungen mit abweichenden 


glucoside als auch die Melibiose und verschiedene als Dextrine i 
bezeichneten, complicirteren Kohlehydrate angreifen kann. Die F 
Krfahrung, dass einzelne Hefen nur die Maltose, aber nicht " 
die Melibiose spalten, oder dass es Maltasen gibt wie z. b. im : 
Blut der Siiugethiere, welche die a-Glucoside unberiihrt lassen, L 
ist kein triftiger Grund dagegen. Denn manche Beobachtungen a 
sprechen datiir, dass in verschiedenen Organismen verschiedene e 





Kigenschaften enthalten) sind, und nun ist es wohl moglich, 





dass die verschiedene Wirkungscapacitiit, wie ich mich aus- ' 
driicken will, durch den Unterschied ihrer Constitution bedingt 
ist, geradeso wie wir das auch ber den gewoOhnlichen chemi- 
<chen Agentien, welche gleichartige Umsetzungen hervorrufen, 
sehen, Soviel wir bis jetzt wissen, kann man in der bBierhefe 
das Vorhandensein von nur zwei Enzymen als sicher bewiesen 
ansehen, wenn man von der Zymase absehen will, niimlich 
Invertase und Maltase. Deren Wirkungen— erstrecken — sich 
aber auch auf ganz verschieden  constituirte Polysaccharide, 





denn der Rohrzucker ist zweifellos structurchemisch von = der 
Maltose, Melibiose und den Dextrinen verschieden. ~Vielleicht 
kommt dazu noch eine Trehalase, wie die schwache Wirkung 
der getrockneten Hefe auf Trehalose andeutet. Denn die Tre- 








halose ist ebenfalls von der Maltose structurell stark abweichend, 
und andererseits ist die Invertase ohne jede Wirkung auf sie. : 
ln den Milchzuckerhefen. tritt an die Stelle der Maltase eine 
Lactase: das gleichzeitige Vorkommen von Maltase uud Lactase 
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1) derselben Hefe ist meines Wissens bisher noch nicht be- 
obachtet. 


Theoretische Betrachtungen. 


Dass die Enzyme ungleich speciellere Reagentien sind, als 
die einfacheren Verbindungen der anorganischen und der or- 
canischen Chemie wie Siiuren, Basen, Condensationsmittel 
uu. s. W., kann von niemand, der sich mit dieser Materie niiher 
beschiiftigt hat, bezweifelt werden. Gerade in der eng be- 
vrenzten Thitigkeit liegt die Brauchbarkeit dieser Stoffe fiir 
den Organismus und fiir die experimentelle chemische Forschung. 
Ich erinnere an die hiufig getibte Methode der physiologischen 
Chemie, Eiweisskorper durch Verdauungsfermente zu zerstoren 
und zu beseitigen, oder an die Anwendung des Emulsins zur 
Spaltung von Glucosiden, bei welchen durch die Erwarmung 
mit Siituren secundiire Veriinderungen veranlasst werden. Ein 
treffliches Beispiel, wie niitzlich dieselben beim praparativen 
Arbeiten werden kénnen, bietet die von mir ausgefiihrte Spal- 
tung des Amygdalins durch die Hefenenzyme in Zucker und 
das Mandelnitrilglucosid.!) Ich erinnere ferner an die Trennung 
der verschiedenen Monosaccharide und der Disaccharide durch 
Vergihrung mit Hefe, welche wir ja jetzt) auch als enzymati- 
schen Process betrachten diirfen. Ganz besonders werthvoll 
aber sind die Enzyme, wie ich zuerst betont habe, als Er- 
kennungsmittel fiir stereochemische Differenzen, und damit 
komme ich zu dem Gegenstand zuriick, welchen ich als das 
wichtigste thatsiichliche Resultat meiner Versuche betrachte. 
Dieselben liefern den unanfechtbaren Beweis, dass von zwei 
molekularen Spiegelbildformen die eine durch Enzyme ge- 
spalten wird unter denselben Bedingungen, wo die andere 
intact bleibt. Dafiir liegen zwei Beispiele vor, das Verhalten 
(des 8-Methyl-d-Glucosids und des s-Methyl-l-Glucosids gegen 
Kmulsin, sowie das Verhalten des a-Methyl-d-Glucosids und 
(les a-Methyl-l-Glucosids gegen die Enzyme der Hefe. Um 
einem von Herrn E. Bourquelot?) erhobenen Einwand = zu 


1) Ber. d. d. chem. Ges, 28, 1508. 
*) Les ferments solubles p. 133. 
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begegnen, betone ich ausdriicklich, dass das Resultat ganz un- 
abhiingig von der Frage ist, welche und wie viel Enzyme in 
dem Produkt, das wir Emulsin nennen, und in der Hefe ent- 
halten sind. 

Der Unterschied, welcher uns hier bei den Enzymen ent- 
goegentritt, ist derselbe, wie man ihn liingst fiir die Giahrungs- 
organismen kennen gelernt hatte. Ferner zeigen meine Ver- 
suche, dass von den vielen kiinstlichen Glucosiden der Pen- 
tosen, Hexosen und Heptosen nur diejenigen des Traubenzuckers 
und der Galactose von Emulsin bezw. Hefenenzymen angegriflen 
werden. 

Die Moglichkeit, dass es sich bei den a- und 8-Glucosiden 
nicht um Stereoisomerie, sondern um Strukturisomerie handetlt. 
liisst sich allerdings nicht streng ausschliessen, und es ist des- 
halb denkbar, dass meine Betrachtungen hier nicht der Wirk- 
lichkeit entsprechen. Aber dass alle diese zahlreichen Glucoside 
in Bezug auf die Glucosidgruppe strukturell verschieden seien. 
ist nicht anzunehmen. Die Indifferenz obiger Enzyme gegen 
das Mannosid, gegen die Xyloside, Arabinoside, Heptoside und 
Rhamnoside ist deshalb offenbar auch nur stereochemisch zu 
begreifen, und wenn man endlich die alkoholische Giihrung 
nach E. Buchners Entdeckung als enzymatischen Vorgang 
hinzuziihlt, so kann die Abhiingigkeit desselben von der Con- 
figuration des Monosaccharids noch viel weniger bezweitelt 
werden, 

Der Grund dieser Erscheinungen liegt aller Wahrschein- 
lichkeit nach in dem asymmetrischen Bau des Enzymmolekiils. 
Denn wenn man diese Stoffe auch noch nicht im reinen Zustand 
kennt, so ist ihre Aehnlichkeit mit den Proteinstoffen doch so 
gross und ihre Entstehung aus den letzteren so wahrscheinlich, 
dass sie zweifellos selbst als optisch aktive und mithin asym- 
metrisch molekulare Gebilde zu betrachten sind. ‘Das hat zu 
der Hypothese getiihrt, dass zwischen den Enzymen und ihrem 
Angriffsobjekt eine Aehnlichkeit der molekularen Configuration 
bestehen muss, wenn Reaction erfolgen soll.4) Um diesen Ge- 





i) KE. Fiseher und Thierfelder, Ber. d. d. chem. Ges. 27, 2036. 

























































danken anschaulicher zu machen, habe ich das Bild von Schloss 





t . und Schliissel gebraucht.?) Ich bin weit entfernt, diese Hypothese 
 - 4 den ausgebildeten Theorien unserer Wissenschaft an die Seite 
stellen zu wollen, und ich gebe gern zu, dass sie erst dann 
- : eingehend gepriift werden kann, wenn wir im Stande = sind, 
i : die Enzyme im reinen Zustand zu isoliren und ihre Configuration 
‘a " zu erforschen. Trotzdem halte ich gegeniiber den Einwiinden 
\- é von Bourquelot?) und Duclaux eine solche Speculation nicht 
‘s 4 fiir unstatthaft, wenn sie auch den Thatsachen vorauseilt. 
n q Denn sie hat mich veranlasst, die bei der alkoholischen Giithrung 
4 der Monosaccharide gemachten Erfahrungen bei den Gluco- 
n : siden zu verfolgen; sie stellt der experimentellen Forschung 
t. weiter das ganz bestimmte und angreifbare Problem, dieselben 
- | Unterschiede, welche wir in der enzymatischen Wirkung  be- 
- | obachten, bei einfacheren, asymmetrisch gebauten Substanzen 
e : von bekannter Constitution aufzusuchen, und ich zweifle nicht 
F : daran, dass schon die niichste Zukunft uns hier werthvolle 
MN 4 Resultate bringen wird.*) 
(| 


*) Ber. d. d. chem. Ges. 27, 2992. 

3) Les ferments solubles 5. 134. 

4) Kinen dahin zielenden Versuch, welcher allerdings negative 
Resultate gab, will ich hier anfiihren. Obschon die Hydrolyse des Rohr- 
- zuckers durch Siiuren bekanntlich dem elektrolytischen Leitvermégen 
| : derselben proportional und andererseits das Leitvermégen von zwei 
optischen Antipoden in reinem Wasser ganz gleich ist (z. B. Weinsiure 
und Traubensiure Ostwald), so schien es mir doch mdglich, dass der 
Rohrzucker als asymmetrisches System von zwei optisch isomeren Siiuren 
in verschiedenem Maasse angegriffen werde, wie ja auch das Leitver- 
| | mogen derselben durch die Anwesenheit des Zuckers in ungleichem 
. i Maasse hatte veraindert werden kénnen. Ich wiahlte fiir den Versuch 
! absichtlich die ziemlich hochmolekulare Camphersiure, deren links- 
drehende Form Herr Ossian Aschan mir freundlichst zur Verfiigung ge- 
stellt hatte. 0,05 gr. Camphersiure wurden mit 5 ccm. einer 10°/oigen 
: ; Rohrzuckerlésung iibergossen, das Glas zugeschmolzen und 1‘, Stunden 
; auf 900 erhitzt. In den ersten Minuten des Erwiirmens wurde geschiittelt, 
| um die Siure moéglichst rasch zu lésen. Die Proben mit der d- und 
i-“iiure wurden parallel und ganz in der gleichen Weise behandelt. Die 
sestimmung des Monosaccharids durch Fehling’ sche Lésung nach Allihn 
ergab Folgendes: Bei der d-Siure waren 0,2343 gr. Monosaccharid und 
bei der l-Siiure 0,2325 gr. Monosaccharid entstanden. Die Differenz liegt 
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Dass man die stereochemischen Betrachtungen, wie ich 
sie fiir die alkoholische Giithrung und die enzymatische Spaltung 
der Glucoside anstellte, mit Nutzen auch auf andere Giihr- 
processe anwenden kann, bewelsen die neuesten schonen Be- 
obachtungen von G. Bertrand?!) tiber die Beziehungen, welche 
zwischen der Configuration der mehrwerthigen Alkohole und 
ihrer Oxydirbarkeit durch das Sorbose-Bacterium bestehen. 
Uebertriigt man dieselben ferner auf die chemischen Vor- 
giinge im hoher entwickelten Organismus, so gelangt man zu 
der Vorstellung, dass allgemein fiir die Verwandlungen, bei 
welchen die Proteinstoffe als wirksame Massen fungiren, wie 
das zweifellos in dem Protoplasma der Fall ist, die Confi- 
guration des Molekiils hiaufig eine ebenso grosse Rolle spiel 
wie seine Structur. Man kann deshalb gar nicht mehr iiber- 
rascht sein, wenn von zwei stereoisomeren Substanzen die 
eine kriiftig auf unsere Sinnesorgane wie Geschmack oder 
Geruch oder auf das Centralnervensystem reagirt, wihrend 
die andere ganz indifferent ist oder doch nur eine sehr abge- 
schwiichte Reaction hervorruft. Man wird es ebenso begreiflich 
finden, dass die 3 stereoisomeren Weinsiiuren im Leibe des 
Hundes in verschiedenem Grade verbrannt werden,?) dass 
ferner von zwei ganz nahe verwandten Zuckerarten die eine 


innerhalb der Versuchsfehler. Verschiedene andere Versuche, bei welchen 
das Monosaccharid titrimetrisch bestimmt wurde, gaben dasselbe Resultat. 
Kin Einfluss der Asymmetrie auf die Hydrolyse des Rohrzuckers ist also 
hier nicht wahrnehmbar. 

1) Compt. rend. 126, 762. 

2) A. Brion, diese Zeitschrift XXV, S. 283. In den theoretischen 
Betrachtungen dieser Abhandlung sind einige Irrthiimer enthalten, welche 
in weiteren Kreisen verbreitet zu sein scheinen und auf welche ich des- 
halb aufmerksam machen will. Dass die d-Weinsiure auch ausserhalb 
des Organismus d. h. durch die gewéhnlichen Agentien schwerer oxvdirt 
werden kénnte, als die l-Weinsiure, wie Brion fiir méglich halt, ist 
nach allen bisherigen Erfahrungen tiber das vollig gleiche Verhalten der 
optischen Antipoden gegen symmetrische Agentien nicht anzunehmen. 

Ferner ist das Molekiil der Mesoweinsaéure nicht symmetrisch 1m 
gewohnlichen Sinne des Wortes, sondern es besteht aus 2 asymmetrischen 
Hiilften, welche sich in ihrer Wirkung aufheben. Da aber fiir den Angrifi 
asymmetrischer Agentien, wie Enzyme, die Gesammtconfiguration des 
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jiberaus leicht im Organismus oxydirt oder als Glycogen auf- 
oespeichert wird, wie der Traubenzucker, wiihrend die so nahe 
verwandte Xylose nur unvollkommen ausgeniitzt werden kann. 

Aber noch in anderer Beziehung kénnen die Resultate 
der Stereochemie dazu dienen, chemische Metamorphosen im 
(rganismus unserem Verstiindniss niiher zu bringen. Von den 
verschiedenen Beispielen, welche ich dafiir friiher gegeben habe, 
will ich hier nur eines wieder zur Sprache bringen, das_ ist 
die gegenseitige Verwandlung von Traubenzucker, Mannose, 
Fruchtzucker und Galactose. Man weiss, dass alle vier nicht 
allein. von Hefe vergohren werden, sondern auch im Thier- 
kirper siimmtlich in Glycogen, ein Derivat des Traubenzuckers, 
iibergehen. Der Unterschied der vier Zucker ergibt sich aus 
folgenden Configurationsformeln : 


CHO CHO CH,OH CHO 

HCOH HOCH CO HCOH 
HOCH HOCH HOCH HOCH 
HCOH HCOH HCOH HOCH 

HCOH HCOH HCOH HCOH 


| 
CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH 


Traubenzucker d-Mannose’ Fruchtzucker d-Galactose 


Die gegenseitige Verwandlung von Traubenzucker, Mannose 
und Fruchtzucker ist mir zuerst mit abwechselnder Oxydation 
und Reduction gelungen. Denn die beiden ersten gehen iiber 
das Glucoson in Fruchtzucker iiber, und dieser kann durch 
Reduction zunachst in ein Gemenge von Sorbit und Mannit 
verwandelt werden, welche ihrerseits wieder durch Oxydation 
in Traubenzucker und Mannose iibergehen. An diese Beobach- 
tung ankniipfend, habe ich die Hypothese aufgestellt, dass auch 
iin Organismus die wechselseitige Verwandlung der Hexosen 
i einander durch gleichzeitige Oxydation und Reduction an 


Molekiils massgebend ist, so kann, entgegen der Ansicht von Brion, 
meine Anschauung sehr wohl fiir die Erklirung der verschiedenen Oxy- 
dirbarkeit von d-Weinsiiure und Mesoweinsiure dienen. 
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einzelnen asymmetrischen Kohlenstoffatomen  stattfinde.’) So 
wiirde sich auch der im Organismus  stattfindende Uebergang 
vom Traubenzucker zur Galactose, welcher  kiinstlich bishey 
nicht ausgefiihrt wurde, erkliren lassen. Spiter haben Lobry 
de Bruyn und van Ekenstein die interessante Beobachtung 
gemacht, dass Traubenzucker, Mannose und Fructose auch 
durch blosses Erwairmen mit Alkalien wechselseitig in einander 
verwandelt werden kénnen, und sie glauben eine andere Er- 
kliirung des Vorganges zu geben, wenn sie annehmen, dass 
dabei die in Betracht kommende Gruppe des Traubenzuckers 
—CH—CHOH 
—CHOH—COH intermediiir in die Gruppe Mae iber- 


gehe.?) Ich kann einen Vorzug dieser Betrachtung nicht an- 
erkennen, denn der Grundgedanke abwechselnder Oxydation 
und HKeduction ist derselbe wie bei meiner Erkliirung, und 
die specielle Annahme der Zwischenform ist sogar unwahir- 
scheinlich, wie meine Beobachtungen iiber die Bildung der 
kiinstlichen Glucoside gezeigt haben. Zudem wiirde auch die 
Erklirung der holliindischen Chemiker fiir die Galactose gar 
nicht mehr zutreffen. Ich mache endlich darauf aufmerksam, 
dass der von L. de Bruyn und van Ekenstein beobachtete 
Vorgang zu vergleichen ist der Bildung der Milchséure aus 
Traubenzucker durch Erhitzen mit starkem Alkali und manchen 
iihnlichen Processen bei Verbindungen, welche mehrere Alkohol- 
gruppen enthalten. Sie lassen sich, wie A. Baeyer vor 2s 
Jahren gezeigt hat,’) unter dem einheitlichen Gesichtspunkt der 
Verschiebung von Sauerstoff innerhalb des Molekiils von einem 
Kohlenstoff zum anderen betrachten. Mit welchen Zwischen- 
stufen das erfolgt, entzieht sich meistens unserer Kenntniss. 
Wie glatt und leicht aber derartige Vorgiinge sich abspielen 
konnen, beweist am besten die alkoholische Giihrung, wobe! 
dasselbe wie bei der Bildung der Milchsiiure, die ja als eine 
Carbonsiiure des Aethylalkohols zu betrachten ist, stattfindet. 


1) Ber. d. d. chem. Ges. 27, 1525 und 27%, 3230. 
*) Ree. trav. chim. Pays-Bas 14, 213. 
3) Ber. d. d. chem. Ges. 3, 70. 
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Auch beziiglich der Assimilation der Kohlensiiure, welche 
bekanntlich im Pflanzenleibe ausschliesslich zu activen Zuckern 
fiihrt, gestatten die heutigen Kenntnisse eine neue und plausible 
Vorstellung. Denn die Beobachtungen in der Zuckergruppe 
haben ergeben, dass auch die kiinstliche Synthese in’ asym- 
metrischem Sinne verlauft, wenn optisch active Materialien 
daran betheiligt sind. Das trifft aber fiir die Assimilation zu, 
denn die Verwandlung von Kohlensiiure in Zucker vollzieht 
-ich offenbar unter Mitwirkung der optisch activen Substanzen 
des Chlorophyllkornes. Durch diese Beobachtung, welche ich 
friiher ausfiihrlich dargelegt habe, ist der scheinbar principielle 
Gegensatz zwischen der kinstlichen und natiirlichen Synthese 
der asvmmetrischen Kohlenstoffverbindungen gliicklich beseitigt.!) 


1) Ber. d. d. chem. Ges. 27, 3230. 















Ueber die Spaltung von Polysacchariden durch verschiedene 
Hefenenzyme. 
Von 
Anusch, Kalanthar. 


(Aus dem [. Berliner Universititslaboratorium.) 


(Der Redaction zugegangen am 15. August 1898.) 


Durch die Versuche von E. Fischer weiss man, dass 
nicht allein der Rohrzucker, sondern auch die itibrigen Poly- 
saccharide erst dann die alkoholische Gihrung durch Hefen 
erleiden, wenn sie zuvor eine hydrolytische Spaltung in Mono- 
saccharide erfahren haben. Den Beweis dafiir hat er, zum 
Theil in Gemeinschaft mit P. Lindner, durch das Studium 
der in den Hefen enthaltenen hydrolvtischen Enzyme geliefert. 
Seine Beobachtungen betreffen verschiedene Arten von unter- 
giihriger und obergiihriger Bierhefe, ferner Milchzuckerheten 
und Kefirkorner, dann Sacch. Marxianus, Schizo-Sacch. octo- 
sporus und Monilia candida. 

Um den Resultaten eine breitere Basis zu geben, habe 
ich auf Veranlassung von Herrn Professor E. Fischer dhnliche 
Versuche nach denselben Methoden auf folgende Hefearten 
und Mikroorganismen ausgedehnt: 

1. Sechs Weinhefen, und zwar von: Bordeauxwein 1893. 
Ungarwein Menes 1894, italienischem Wein Bari Italiana 1893. 
Rheinweinen (Rauenthaler Berg 1894, Assmannshiiuser 1892 
und Steinberg 1893). 

2. Bierhefen aus Bayern und Rostock. 

53. Weissbierhefen von Berlin und Lichtenhain, ferner 
Hefe des Negerbiers Pombe und Logoshefe. 
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.. Hefen des russischen Getriinkes Kissly-Schtschi. 
5). Hefen des armenischen, kefirihnlichen Getriinkes Mazun. 

Beziiglich der Herkunft derselben bemerke ich Folgendes: 
Die sechs Weinhefen wurden mir von der oenologischen Anstalt 
zu Geisenheim a. Rh. durch freundliche Vermittlung des Herrn 
Prof. Dr. Wortmann iiberlassen. Niiheres dariiber findet man 
in den Berichten dieser Anstalt. Die meisten iibrigen Hefen 
verdanke ich Herrn Professor Lindner. Sie sind spiiter mit 
den Nummern bezeichnet, welche sie in der Kulturensammlung 
des Instituts fiir Gihrungsgewerbe Berlin (Ecke See- und Tort- 
strasse) fiihren. Einige Hefen aus Mazun und Kissly-Schtschi 
habe ich selbst mit freundlicher Unterstiitzung des Herrn 
Professor Lindner isolirt. Alle Hefen waren Reinkulturen, 
aus einer Zelle und in ungehopfter Bierwiirze geziichtet: nur 
hei den Kulturen von Mazunhefen wurden noch Traubenmost, 
ferner Traubenzucker oder Rohrzucker unter Zusatz von Pepton 
und Nihrsalzen angewendet. Die Kulturen wurden von der 
Mutterlauge so, wie E. Fischer es vorgeschrieben hat, durch 
ein Pukall’sches Filter getrennt und so lange mit reinem Wasser 
gewaschen, bis eine Probe Fehlingsche Lésung sich beim 
Kochen nicht mehr veriinderte. 

Wie aus der spiiteren tabellarischen Uebersicht meiner 
Beobachtungen hervorgeht, wurden die Hefen entweder im 
frischen, oder im getrockneten Zustand, oder endlich in Form 
eines wisserigen Auszugs gepriift. Unter frischen Hefen ver- 
stehe ich die filtrirten und nur mit Wasser gewaschenen Rein- 
Kulturen. Bei allen spiteren Versuchen mit denselben kamen 
folgende Mengenverhiiltnisse in Anwendung: 


—s 


0,6 gr. frische Hefe, 
0,6 gr. Polysaccharid, 
6 com. reines Wasser, 
0,075 gr. Toluol. 


Letzteres ist nach dem Vorgang von E. Fischer ge- 
wihlt, um die alkoholische Gahrung zu verhindern. 

Die trockenen Hefen waren durch Aufbringen der frischen 
aut pordsen Thon und nachfolgendes dreitigiges Aufbewahren 
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an der Luft hergestellt. Die Mengenverhiiltnisse waren fol- 


gende: 
0.25 gr. trockene Hefe, 
O59 gr. Polysaccharid, 
5 cem. Wasser, 
0,075 gr. Toluol. 

Der benutzte Auszug war stets durch 15stiindiges Aus- 
laugen von | Theil trockener Hefe mit 15 Theilen Wasser be 
30° bereitet. Auf 10 Theile Auszug wurde 1 Theil Polysaecharid 
und Of Theil Toluol angewandt. Das Erwiarmen geschah im 
Brutschrank, und die Mischungen waren in zugeschmolzenen 
Reagensgliisern enthalten. 

Von Polysacchariden kamen zur Anwendung Rohrzucker, 
Maltose, Milchzucker, Melibiose, Trehalose, Melitriose (Raffinose), 
Melicitose und endlich das a-Methylglucosid. - 

Die Menge der entstandenen Monosaccharide wurde bet 
Rohrzucker, Trehalose, Melitriose, Melicitose und «-Methyl- 
glucosid durch Titration mit Fehling’scher Lésung bestimmt 
und daraus die Quantitiit der zersetzten Polysaccharide be- 
rechnet. Bei Maltose, Milchzucker und Melibiose, welche selbst 
die Fehling sche Lésung reduziren, wurde das Monosaccharid 
durch Phenylhydrazin erkannt. Leider gestattet das Reagens 
keine) genaue quantitative Bestimmung. Um aber eine an- 
nithernde Vorstellung von dem Grade der Zersetzung zu geben, 
habe ich in den Tabellen die Menge des aus dem entstandenen 
Monosaccharid gebildeten Phenylosazons angegeben. Die Zahlen 
beziehen sich auf 0.6 gr. bezw. 0.5 gr. Polysaccharid. 

In Tabelle I ist das Verhalten der Weinhefen, in Tabelle II 
dasjenige der Bierhefen und in Tabelle III dasjenige der Mazun- 
hefen geschildert. 

Zur weiteren Erliiuterung derselben erwiihne ich Folgendes: 

Rohrzucker und Raffinose sind von fast allen Hefen 
gleich stark gespalten worden. Besonders stark war die Spal- 
tung bei der Weinhefe Bari Italiana (99,75°/o) und der Brennere!- 
presshefe Rostock (100° 0). Wie die Tabelle I zeigt, ist bet 
Rohrzucker die Thiitigkeit des Invertins durch eine Temperatur 
von 60° nicht aufgehoben worden. 
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Tabelle 









































fF | Sie) 8ieel € is 
S = _ st or: a 
a 
Procente der gespaltenen Zucker | Osazon in Gr. 
= —_ vumnoes cs 
ifrische | 100) | 75 10 fins — | 021 () 
Rostocker |trockne | 100 | 86 9 37,5 — | 50 | 0,258 | () 
| | | 
_Auszug | 100 | 100 175 |) — |} 15 | 0 / 0 
ail | 
j | | | 
| P } | ne | eS - | 
‘frische | 80 | 50 (125 | 125 | 30 0.14 | () 
we | | me 
Bayerische | trockne | 90 | 80 | 3d a0 80 =| «0,29 () 
| | 
Auszug | 90 | 80 | 10 4A) 55 =| 0,205 () 
‘frische 60 | 30 5 | 20 | 225 | 0,03 | 0 
Weissbier _trockne QQ) | 72 10 | 30 | 6) , O20 | () 
'Auszug | 90 | 75 5 | 30 |; 50 |015 | 0 
| : | | | 
ee “ | 
| frische 45 | 48 0 10 0 0 | () 
Kissly- | | : | 
: ac | trockne 9) | OO 20) 22.5 | 2 | 0,01 () 
Schtschi | | | 
| Auszug 90 | 4 10 2 = 6| O mo) () 
| | 
frische 7) 38 8 20 =| 25 003 | 0 
Lichten- | : —_ 
trockne Q() 70 10) 30 50 015 | 0 
hainer | 
Auszug | 90 79 dD 2.5 | 30 — | 0 
} 
ifrische | 25 | 37 |0 | 125/20 | — | 0 
| | 
Pombe trockne 80 7) dD | 45 | 37.5 | 0,828 () 
| . 
| | | 
Auszug 80 7) () | 60 oO | 0,25 () 
frische oo -- — it ae (),0345 | () 
Logos trockne Q() 7) 25 0) | 65 | 0,15 | () 
: Poa | 
Auszug 90 7 QO | 30 69 | 0.03 | O 








Temperatur: 245°; 





Zeitdauer: 3! 


Stunden. 
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Fiir Maltose und a-Methylglucosid ist als angreifende- 
Knzvym Hefenmaltase (oder Hefenglucase) angenommen.  Fiir 
a-Methvlglucosid betrug das Maximum der Spaltung bei Wein- : 
hefen 72°/o (s. trockene Barihefe Tab. 1), fiir Brennereihefen = | 7 
80°/o (s. Baverische Hefe Tab. ID. Die gespaltene Maltose 4 
wurde durch Glucosazon bestimmt. Es wurden auf 0,6. gr. 
Maltose 0,825 gr. Phenylhydrazin und 0,825 gr. 50°/oige Essig- q 
siiure verwendet. Das Ganze wurde 11/2 Stunden auf dem 
Wasserbade erhitzt, das Phenylglucosazon von dem loslichen 
Maltosazon durch kochendes Wasser getrennt und gewogen. 
Das Maximum der Spaltung fiir Maltose betriigt bei trocknen 
Hefen fiir 0,5 gr. Maltose 0,31 gr. (s. Rauenthaler Tab. I) und | 
Q.528 gr. (s. Pombe Tab. Il). 
Maltose und a-Methylglucosid verhielten sich in den meisten 
Killen sehr iihnlich; wo z. b. die Maltosespaltung abgeschwiicht 
war, da galt dasselbe auch fiir a-Methylglucosid. Bei Anwen- 
dung von Kissly-Schtschihefen zeigte Maltose minimale Quanti- 
tiiten (OQ,OL gr. Osazon) und a-Methylglucosid war auch nur 
schwach gespalten (kaum 2°/0). Bei bayerischer Hefe erhielt 
ich neben 80°/o a-Methylglucosidspaltung auch eine erhebliche 
Hydrolyse der Maltose (0,29 gr. Osazon Tab. II). Aber trotz 
aller dieser Uebereinstimmungen liessen sich auch Verschieden- 
heiten feststellen. So wurde z. B. von den Hefenausziigen von 
Steinberg, Bari Italiana, Rauenthaler, Assmannshiiuser Maltose 4 
nicht in nachweisbarer Menge gespalten, wohl aber a-Methyl- 4 
glucosid. Hierzu ist aber zu bemerken, dass die Erkennung ; 
von kleinen Mengen Traubenzucker neben viel Maltose durch 
Phenylhydrazin Schwierigkeiten bietet. 














Die Versuche mit Lactose zeigen keine positiven Resultate 
in bezug auf Hydrolyse, wie auch die Temperatur und Zeitdauer 
gewiihlt wurden. 

Fir Melibiose fielen die Resultate bei den verschiedenen 
Temperaturen nicht gleich aus. Bei trockener Bari Italiana- 
Hefe fand bei einer Temperatur von 40° eine deutliche Hydro- 
lyse statt, bei niedrigeren Wiirmegraden (25°—30°) dagegen 
war eine solche niemals zu konstatiren. Assmannshiiuser Rhein- 
weinhefe ergab ein interessantes Resultat, da durch sie schon 
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bei 25° Spaltung erzielt wurde. Alle mit den iibrigen Wein- 
hefen meiner Versuchsreihe angestellten Spaltungsproben = er- 
caben bei einer Temperatur von 24,5° kein positives Resultat. 

Ich habe diese seltene und nur schwer rein herstellbare 
Zuckerart nach der Methode von Scheibler und Mittel- 
meier?) aus Melitriose bereitet und auf ihre Reinheit ver- 
mittelst des Osazons gepriift. Bekanntlich hat Melibiose die- 
<elben Componenten wie Milchzucker (d-Glucose und d-Galactose ), 
aber gegentiber den Hefenenzymen verhalten sie sich ganz ver- 
schieden. Bei 40° und 60° ergab sich fiir Melibiose Spaltung, 
fiir Lactose aber nicht: das Optimum lag bei etwa 40°. 

Die Trehalose ist bis jetzt als schwer spaltbare Zuckerart 
bekannt. Meine Hefen haben, mit Ausnahme der orangerothen 
Mazunhefe, ziemlich erhebliche spaltende Wirkung ausgeiibt. 
Auch hier wirken frische Hefen immer schwiicher als trockene. 
Alle angewandten Hefen enthalten also wirksames Enzvm. Bei 
248259 wurden innerhalb 42 Stunden durch frische Wein- 
hefen 15°/o und durch Brennereihefen 12°'o gespalten. Andere 
Frischhefen wirken gar nicht oder sehr schwach. Bei Ver- 
wendung trockenen Materials dagegen wurden im Maximum 
durch Weinhefen 21°/o, durch Brennereihefen 37,5°,0 und 
durch andere Hefen 10°/o gespalten. Mit steigender Temperatur 
nimmt die Intensitaét der Spaltung nicht merklich zu, wohl aber 
ist die Menge des gespaltenen Zuckers von der Dauer des Ver- 
suches abhiingig. Denn bei Bari Italiana waren bei 26° 

nach 39 Stunden 15° 0, 


136 30°) 0, 
163 40" | 0. 
187 4D? ) 


gespalten. E. Fischer?) hat Spaltung der Trehalose durch 
bierhefen erzielt, und zwar wurden von trockener Hefe 20° o 
hvdrolysirt, wihrend der wiisserige Auszug keine Spaltung be- 
wirkte. Das Resultat stimmt mit dem meinigen fiir Pombe 
und Logos tiberein: aber bei meinen Weinhefen und allen 
ibrigen ist Hydrolyse auch durch wiisserigen Hefenauszug be- 
Wirkt worden. 

1) Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch. 2 

“| Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch. 28, 
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Bourquelot!) hat bereits eine Spaltung der Trehalose durch 
Aspargillus niger und durch Griinmalz beobachtet und das 
wirksame Enzym Trehalase genannt. Das in meinen Wein- 
hefen wirksame Enzym_ stimmt mit Bourquelot’s Trehalase 
darin tiberein, dass auch hier die Wirksamkeitsgrenze bei etwa 
64° liegt. Ob letztere identisch ist mit dem in den Weinheten 
enthaltenen Enzym, bleibt noch festzustellen. 

Auf Melicitose habe ich alle Hefen der Tabelle II, mit 
Ausnahme der Rostocker, einwirken lassen. Bei Logos wurde 
frische Hefe nicht verwendet. Die Resultate waren in allen 
gepriiften Fiillen positiv. Das Maximum der Spaltung wurde 
durch Pombe erreicht, und zwar mit 60° 0 bei wiisserigem Auszug. 


Beschreibung der einzelnen Hefen. 

Wie schon erwiihnt, wurden mehrere der untersuchten 
Hefen aus dem Milchpriiparat Mazun, welches ich aus meiner 
Heimath Armenien bezogen habe, isolirt. Da dasselbe dem 
wissenschaftlichen Publikum kaum bekannt sein diirfte, so will 
ich seine Eigenschaften und seine Gewinnung  beschreiben. 
Mazun ist kefiriihnlich, hat aber einen eigenartigen, angenehmen 
Geschmack, wodurch es sich von Kefir und anderer = saurer 
Milch unterscheidet. Das beste Mazun wird aus biiffel- oder 
Ziegenmilch bereitet, besonders in den Stiidten verwendet man 
aber auch ein Praparat, welches aus gewohnlicher Kuhmilch 
hergestellt ist. Seine Hauptbedeutung liegt in der Verwerthung 
zur Butterbereitung. Der grésste Theil der gebriiuchlichen und 
exportirten armenischen Butter ist aus Mazun gewonnen. bel! 
Armeniern und Kurden zieht man diese Butter der aus siisser 
Sahne hergestellten vor, weil sie angenehmer schmeckt und ein 
Aroma besitzt, welches ohne Zweifel durch die im Mazun_be- 
findlichen Organismen verursacht wird. 

Ausser bei der Bereitung der Butter hat das Mazun noch 
andere grosse Bedeutung im taglichen wirthschaftlichen Leben. 
Man beniitzt es zur Anrichtung von Milchspeisen oder, be- 
sonders zur Sommerszeit, als Getriink, indem man es theils 





1) Bull. soc. mycol. 9, 189. 
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anmittelbar mit LOffeln geniesst, theils mit Wasser vermischt. 
~) wird es namentlich in heissen Gegenden und in Ebenen 
verwendet, wo wegen des sehr miasmatischen und Fieber ver- 
ursachenden Klimas Wassergenuss schiidlich ist und Gebrauch 
von Wein oder anderen alkoholischen Getriinken wegen = der 
syossen Hitze bei der Feldarbeit nachtheilig wirken kann. Nach 
der Butterbereitung bleibt saure Buttermilch zuriick: letztere 
wird ebenfalls im Sommer als kiihlendes Getriink genossen oder 
yu anderen Produkten verarbeitet. Wenn die Buttermilch in 
einem Thongefiiss ruhig steht, so setzt sie sich nach 1—4 Tagen 
als eine kiisige Masse ab, tiber welcher sich die klare Molke 
befindet. Diese Quargmasse wird In einem Sack ausgepresst 
und dann Than genannt. Letzterer wird mit Mehl versetzt, 
in Stiickchen geschnitten und an der Sonne getrocknet, um so 
fiir die langen Winter, wie sie im tiirkischen Armenien vor- 
kommen, aufbewahrt zu werden. In der Provinz Wan wird 
dieser Tschora-Than (trockener Than) mit Spinat und Reis, 
unter Zusatz von Pfeffermiinze und anderen einheimischen Ge- 
wiirzen, unter fortwihrendem Umriihren gekocht. Es ist ein 
hesonders beliebtes Gericht und heisst dann Than-apur. 

Man bereitet Mazun in folgender Weise: Nachdem die Keime 
der Milch durch Kochen abget6tet sind, wird sie bis zur 
blutwiirme abgekiihlt und mit einem Theil alten Mazuns ver- 
mengt. Das letztere wird, ehe es unter die Milch gemischt 
wird, mit so viel warmer Milch oder kaltem Wasser versetzt, 
bis es diinnfliissig ist. Das Ganze bringt man dann sofort in 
einen Topf, der mit einem dicken Tuch umhiillt wird. Hierautf 
liisst man es im Sommer an einem geschiitzten Ort stehen, 
wihrend es im Winter anfiinglich an einer warmen Stelle auf- 
bewahrt werden muss. Um zum Genuss steiferes Mazun zu 
haben, muss man esdann einige Zeit an einen kithlen Ort stellen. 

Die Art der Zubereitung hat mich zu der Vermuthung 
vefiihrt, dass das Mazun seine Entstehung im Wesentlichen der 
Thitigkeit von Mikroorganismen verdankt. Diese Vermuthung 
hat sich bestiitigt, denn unter dem Mikroskop erkennt man ver- 
~chiedene Organismen: Hefen, ziemlich grosse Bacillen, Mikro- 
kokken und Schimmelpilze, die ich alle in Reinkultur besitze. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, XXVI ( 
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Die Hefen sind in 9 Arten vertreten, von denen Herr Prot. 
Lindner vier isolirt hat. Bacillen sind zwei von mir isolirt. 
der eine aus frischem Mazun, der andere aus Tschora-Than. 
Kine Mikrokokkus-Species hat Herr Dr. O. Emmerling freund- 
lichst in Reinkultur gezogen.!) Eine zweite, kleinere ist von 
mir isolirt worden, die aber mdodglicherweise mit den ersten 
identisch sein kann. 

Von anderen Pilzen fand ich Oidium lactis und eine 
Mucorspecies, vermuthlich auch noch einen Aspargillus. 

Von den neun Mazunhefen habe ich sieben genauer unter- 
sucht. Sie wachsen sowohl auf Bierwiirzegelatine als auch 
auf Lactosegelatine vorziiglich, wenn auch auf letzterer merk- 
lich langsamer. 

Ich gehe nunmehr zur Beschreibung der von mir speziel| 
untersuchten) Hefen tiber. Thre morphologische Diagnose is! 
theilweise von Herrn Prof. P. Lindner freundlichst ausgefiihrt 
und mir mitgetheilt worden. 

1. Kine Anomalusart erregt wie S. anomalus belgicus in 
Wiirze keine Giaihrung und wiichst Mycoderma iihnlich. Der 
Rand der vom 12. [. 98 bis 26. 1 98 gewachsenen und 1 em. 
breit gewordenen Kolonie war rein weiss, wiihrend die iibrige 
Kliche einen schwach rothlichbraunen Farbenton angenommen 
hatte. Sie verfliissigt Gelatine und bildet hutf6rmige Sporen. 
Unter Nr. 479 der Berliner Sammlung eingeordnet. — (Isolirt 
von Lindner.) 

2. Kine Anomalusart, welche in Wiirze githrt und an- 
genehm riechenden Fruchtiither entwickelt, nach Bildung einer 
diinnen Kahmhaut. Wiichst auf Bierwiirzegelatine in flachen, 
soliden Kolonien mit monotoner, graugelblicher, matter Ober- 
fliiche. Land mehr grau und schwach concentrisch geschichtet : 
spiitter treten weisse, mehlig-trockene Zacken auf. bildet grosse. 
hutformige Sporen wie Nr. 479, besonders reichlich im Wasser- 
tropfen. Verhalt sich Polysacchariden gegeniiber wie gewoOhn- 
liche Weinhefen, enthalt kein Lactase, zeigt schwache a-Methv!- 
glucosid-(5° 0) und Maltosespaltung. Nr. 481. (Isolirt von Lindner.) 


1) Vergl. Centralbl. f. Bacterialogie 1898, Mai. 
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3. Torula-Art. Mehr gewoélbte Kolonien bildend, ebenfalls 
mit matter, schwach rosagelber Oberfliiche; enthalt Trehalase 
und Invertin. Maltose, a-Methylglucosid und Lactose bleiben 
unbertihrt. Nr. 480. (Isolirt von Lindner.) 

¢. Orangerothe Riesenkolonien mit concentrischen Leisten, 
-iegelfOrmiges Aussehen. In Bierwiirze, Traubenmost, Rohr- 
zucker-Lactoseniihrldsungen keine Giihrung. In Tropfchen- 
kulturen in Bierwiirze Zelle mit schleimigem Hof; spiater reihen- 
weise Gruppirung der Zellen. Wiichst in Lactosenihrloésung, 
Molken, Milch, 2°/o Chinasiiure spiirlich, in 4°/o Chinasiure- 
nihrldsungen ausserordentlich schwach: auf Chinasiureagar 
(1° 9 Chinasiiure, 2°/o Pepton, 3°'o Agar-Agar) wiichst sie an- 
fangs roth, verliert allmithlich den Farbstoff und zeigt nur hier 
und da an der Oberfliiche rothe Tupfen. Enthilt nur Invertin: 
denn Rohrzucker wurde stark gespalten, wihrend alle anderen 
Zuckerarten unberiihrt blieben. Kann vielleicht zur HRein- 
eewinnung des Invertins dienen. In Traubenzucker  unan- 
genehmer Geschmack. In Molkengelatine gibt) sie) schwache, 
cinfache Stichkultur, gibt in der Tiefe die rothe Fiirbung ganz 
auf. Besonders auffallend ist, dass sie keine Trehalase enthiilt, 
der einzige Fall unter meinen 20 verschiedenen Hefen. Nr. 497. 
(Isolirt von mir.) 

). a-Mazunhete. Wiichst fast genau wie Hefe Saaz. Der 
wellige Rand concentrisch geschichtet, die in der Mitte liegende, 
muldenformige Vertiefung mit Wiilsten ausgefiillt. Wiichst sehr 
schnell auf Pflaumendecoct, Most, Bierwiirze: vergiihrt Trauben- 
most und Rohrzucker. Der Traubenzucker nimmt nach der 
Gihrung einen eigenartigen, milchsauren, sehr an Mazun er- 
innernden Geschmack an. Spaltet Rohrzucker und Trehalose : 
ist gegen Lactose vollig wirkungslos (selbst beim Zerreiben mit 
(ilaspulver), mit oder ohne Toluolzusatz bei verschiedenen Tem- 
peraturen und verchiedener Zeitdauer. Nr. 495. (Isolirt von mir.) 

6. Griinliche Mazunhefe. Die Riesenkolonien vom 16. XII. 97 
bis 26. 1. 98 waren flach ausgebreitet (2,5 cm. breit), mit 
wenigen radialen Linien. Oberfliichlich matt griinlichgrau. Mit 
der Zeit steigt die mittlere Partie wie ein flaches Plateau auf, 
nimmt mehr und mehr pfirsichbliithrothe Farbe an, und schliess- 
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lich sinkt die ganze Kolonie in die Tiefe. Vergihrt sehr 
schwach Traubenzucker und Traubenmost, wachst gut aut 
Pflaumendococtgelatine und Bierwiirzegelatine. Traubenzucker 
schmeckt nach der Giihrung mazunsauer. Spaltet Rohrzucker 
(1009/5) und Trehalose (25°/o). Gegen Lactose und Maltose 
und auch gegen a-Methylglucosid wirkungslos, ebenso wie 
u-Mazunhefe. Nr. 496. (Isolirt von mir.) 

7. Kahmhefe.  Riesenkolonien kriiftig wachsend, dabei 
locker, schwammig, etwas crémefarben. Gelatine nicht  ver- 
fliissigend. Hydrolysirende Wirkung noch nicht gepriift. Nr. #98. 

8. §3-Mazunhefe. Flache, einfache Kolonien, mit matter, 
briiunlichgrauer Oberfliiche. Im = Impfstich in Molkengelatine 
Zerkliiftung der Gelatine. Rothliche Farbung an der Beriithrungs- 
stelle mit der Luft. Vergihrt Most sehr schwach, spaltet Rohr- 
zucker und Trehalose. Nach der Gihrung milchsauer schmeckend. 
Nr. #99. ([solirt von mir.) 

9. Ebenso wie Nr. 499.  Vergihrt Molken, welche nach 
der Gihrung wie Mazun-buttermilch schmecken. Spaltung noch 
nicht genau untersucht. Nr. 500. (Isolirt von Lindner. ) 

In Molkengelatine-Stichkulturen (nach Lindner) bilden seit- 
lich ausstrahlende Stiche Nr. 479, 498, 495; 480 sendet beim 
Stich vereinzelt’ horizontale, fiicherfOrmige Blitter in die Ge- 
latine. 481 und 497 geben schwache, einfache Stichkulturen, 
499 und 5OO unter der Oberfla&che pfirsichblithrothe Fiérbung 
der Gelatine. 

Mir scheint, dass a (495), 3 (499), die griinliche Hete 
(496), ferner Nr. 500 und Anomalus (480) specifische Bestand- 
theile des Mazuns sind, weil der sauere Geschmack und das 
Aroma an Mazun erinnert. Es ist) wahrscheinlich, dass die 
Lactose durch die Schizomyceten und die saiurebildenden Hefen 
gespalten wird, und dass dann diese, an ein saures Substrat 
gewohnte Hefen die Alkoholgithrung verursachen. 

Die Brennereipresshefen sind untereinander = ziem- 
lich jihnlich und alle obergihrig. Niheres findet man in der 
Litteratur. 1) 


1, P. Lindner, Mikroskopische Betriebskontrole. 
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Die Weinhefen verhalten sich gegeniiber Polysacchariden 
ebhenso wie die gewohnlichen Bierhefen. Sie besitzen dieselben 
Knzyme, 

Pombehefe wurde aus dem Negerhirsebier isolirt. Ste 
ixt eine Warmhefe und gibt bei hoher Vergiihrung geringen 
Krnteertrag mit glattem Bodensatz. Die Riesenkolonien wachsen 
langsam, sind kompakt, bilden einen steilen Kegel und zeigen 
car keine Gliederung. Die giihrende Fliissigkeit wird verhiiltniss- 
missig stark sauer. bei gewohnlicher Temperatur vergiihrt sie 
Dextrin sehr langsam, bei einer Temperatur von etwa 25’ R. 
aber energisch. Pombehefe ist ein Schizosaccharomycet, der 
sich also durch Theilung und nicht durch Sprossung vermelhrt. 
Sehr intensiv wird Maltose gespalten, Trehalose dagegen sehr 
schwach, und bet Versuchen mit frischer Hefe und Auszug 
war die Hydrolyse bei letzterer kaum nachweisbar. Sehr starke 
Hydrolyse erleidet auch Melicitose. 

Die Logoshefe wurde von van Laer aus einem 
brasilianischen Biere isolirt. Sie ist auch eine Warm- und 
Klumphefe. Sie wichst sehr charakteristisch in Riesenkolonien, 
ihnlich wie S. Pasteurianus Ill, vergiihrt bei gewoéhnlicher 
Temperatur Dextrin und bewirkt neben starker a-Methylglucosid- 
spaltung schwache Spaltung der Maltose. Der wiisserige Aus- 
zug griff Trehalose und Lactose nicht an. 

Schliesslich wurde aus dem russischen Getriink Kissly- 
Schtschi eine Hefe isolirt. Diese bildet sehr fest anhaftende 
Bodensiitze und vergihrt die bierwiirze nur wenig. Die Bier- 
wiirze erinnert nach der Gihrung sehr an Kissly-Schtschi 
ischwach milchsauer und welssbierihnlich). Die Riesenkolonien 
sind zartgekriiuselt und von grauweisser Farbe. Die einzelnen 
Zellen haben glatten Plasmainhalt und sind zum Theil klein, 
an S. exiguus erianernd. Die trockene Hefe erzeugt  starke 
Spaltung des Robrzuckers, nur sehr schwache Hydrolyse von 
Maltose, a-Methylglucosid und Trehalose.  Frische Hefe  wirkt 
liberhaupt nicht, der wiisserige Auszug wirkt auf Maltose und 
“-Methvlglucosid nicht. Diese Hefe enthillt, wie alle anderen, 
Invertase. 














Ueber einige mikrochemische Reactionen. 
Von 
Constantin Saint-Hilaire, 


Assistent am Histologischen Laboratorium der Kais. Universitat in St. Petersburg. 


(Aus dem physiologischen Institut in Marburg.) 


(Der Redaction zugegangen am 17. August 1898.) 


Als ich diesen Sommer unter der Leitung des Herrn 
Prof. A. Kossel die mikrochemischen Reactionen studirte, ver- 
suchte ich unter anderem eine Methode zum Nachweis der 
Harnsiiure in loco zu finden. Auf den Rath des Herrn Prof. 
A. Kossel habe ich dazu das schwer losliche Salz der Harn- 
siiure mit Kupferoxvdul angewandt.  Kupferoxydul wird aus 
der Lésung durch Harnsiiure aufgenommen und dort fixirt, wo 
Harnsiiure in den Geweben abgelagert ist. Das fixirte Kupfer 
kann durch Ferrocyankalium nachgewiesen werden, indem sich 
ferrocvanwasserstoffsaures Kupferoxydul bildet, welches sich 
aziemlich schnell zu dem rothbraun gefirbten Oxvdsalz oxydirt. 
Man erhiilt also einen lebhaft rothen Farbenton an den Harn- 
siiure enthaltenden Gewebetheilen. In der That habe ich ziemlich 
gut gelungene Priiparate der Niere von Helix pomatia und des 
Infarcts der Kinderniere erhalten. 

Die Methoden waren folgende: 1) Die Priiparate waren 
mit Alkohol gehiirtet, in Celloidin eingebettet und in Schnitte 
zerlegt worden. Die Schnitte wurden fiir einige Stunden in die 
Kupfersulfatlbsung (10—d° 0) gelegt, dann direkt in eine siedende 
gesiittigte Losung von Natriumbisulfit fiir 1—2 Minuten iiber- 
tragen. Hierdurch wird die Reduction des Kupferoxvds und 
damit die Bildung des schwer léslichen harnsauren Kupter- 
oxyduls bewirkt. Die Priiparate wurden jetzt sorgfialtig aus- 
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sewaschen und endlich mit einer LOsung von Ferrocyankalium 
hehandelt. Dieselbe Reaction gelingt auch gut, wenn das un- 
fixirte Organ fiir einige Zeit direkt in eine heisse Losung des 
Vatriumbisulfits, welche mit so viel Kupfersulfat) versetzt ist, 
dass kein Niederschlag entsteht, gelegt wird; dann wird das 
Organ ausgewaschen, zerzupft oder in Schnitte zerlegt und mit 
Ferrocvankalium behandelt. 

2) Die Schnitte wurden in eine alkalische Kupferoxydul- 
losung gebracht, welche durch Aufl6bsen von Natriumblyposulfit, 
seignettesalz und Kupfersulfat: (nach dem Recept von Arthaud 
und Butte!) bereitet und der ein Zusatz von Natriumearbonat 
gemacht war, um eine schwach alkalische Reaction hervorzu- 
rufen. Nach sorgfiltigem Ausspiilen mit Wasser wurden die 
schnitte in Ferrocvankaliumlosung tibertragen. 

Die beiden Methoden geben fast gleiche Resultate: die 
Harnsaureconcremente sind roth gefiirbt. 

An einigen Priiparaten aber machte ich die Beobachtung, 
dass auch das Chromatinnetz der Zellkerne gefiirbt ist. 

Da der Gedanke nahe lag, 


welche sich aus dem Nuclein  abspalten, die Ursache der 


dass hier die Alloxurkorper, 


heaction sind, so versuchte ich diese Reaction direkt an eimigen 
reinen Chemischen) Priiparaten dieser Stoffe, die Herr Prof. 
Kossel zu meiner Verfiigung stellte. Kupferoxydullésung ruft 
einen Niederschlag 


g, der mit Ferrocyankalium eine rothe Farbung 
vibt, nicht nur in den Lésungen der Harnsiiure, des Adenins, 
des Hypoxanthins u. a. Basen, sondern auch in den Losungen 
von Histon, Protamin (in verdiinnten Losungen oder bei Zusatz 
des HCl) und iihnlichen Stoffen hervor. 

Die durch Kupferoxvdulreaction erhaltene Kerntarbung 
war aber sehr unbestiindig, und es war schwer, sich klar. zu 
Inachen, weshalb sie das cine Mal gelang und das andere Mal 
nicht zu Tage kam. 

Um dies zu ergriinden, modificirte ich die Methoden und 
land, dass die Kernfiirbung constanter isi, wenn die Natrium- 
carbonatldsung nach der Mischung von Arthaud gebraucht 


1) Maly, Jahresber. f. Thier-Chemie, Bd. XX. S. 180 
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wird, auch wenn man an Stelle der Arthaud schen Losune 
zunachst eine Losung von schwefelsaurem Kupferoxvd (0,3° © 
und dann eine Natriumearbonatlosung (0,2° 0 wiisserige ode; 
alkoholische Lésung) einwirken) liisst, oder wenn man die 
Violette alkalische Losung anwendet, welche man erhiilt, wenn 
man Pepton, Histon und andere Stoffe mit Natronlauge und 
Kupfersulfat versetzt. In heissen Loésungen geht die Reaction 
schneller und vollkommener vor sich.  Kupfersulfat allein gibt 
nur eine diffuse Fiirbung, die Gegenwart von Alkali ist also 
nothwendtig. 

Man kann nach der Kupfersulfatlbsung anstatt Natrium- 
curbonat auch andere alkalische Losungen anwenden, wie z. b. 
eine schwache Losung von Natronhydrat. Bei der Behandlung 
mit Alkalien nach WKupfersulfat bekommt der Schnitt einen 
violetten Farbenton, wie bei der Biuretreaction, weshalb ich 
aul den Gedanken kam, direkt eine alkalische Peptonkupfer- 
losung anzuwenden. Die letztere gibt oft gute Resultate selbst 
in den Fiillen, wo die zwei ersteren Methoden sich als erfolglo-s 
erwiesen. Man bekommt dabei Bilder, die lebhaft an eine schéne 
Karminfirbung erinnern. 

Das alles beweist, dass die Kernfirbungsreaction anders- 
artig ist, als die oben geschilderte Harnsiiurereaction. Sie 
hiingt nicht von der Gegenwart des Kupferoxyduls ab, sondern 
wird durch Kupferoxvdsalz bet Gegenwart von Alkali hervor- 
verufen. Die Bindung des Kupfers erfolgt also ebenso wie bei 
der Biuretreaction. Wir sind berechtigt, sie als eine modi- 
licirte Biuretreaction zu betrachten und zuniichst auf diejenigen 
bestandtheile der Gewebe zu beziehen, welche die Biuretreaction 
veben. Der Umstand aber, dass die Reaction auch manchmal 
in Kupferoxvdull6sung vorkommt, kann dadurch erklirt werden, 
dass manche Kernstoffe (Histon Protamin) durch Kupferoxydul 
fillbar sind, wie ich oben erwithnt habe. 

Kir meine Untersuchungen gebrauchte ich sehr ver- 
schiedene Objekte, wie: Gewebe des Tritons und des Frosches. 
Niere des Kindes und der Ratte, Thymus des Kalbes, Haut der 
atte. Muskeln und andere: Organe des Flusskrebses, Leber 


und Zwitterdriise von Helix u. a. Die meisten dieser Priiparate 
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-ind sehr gut gelungen, es waren aber darunter auch = solche, 


hei denen ich keine Kernfirbung hervorrufen konnte, wie z. B. 


hel 


der Nuiere 


des Tritons. In 


diesen 


Fiillen 


habe 


ic] 


» die 


Bemerkung gemacht, dass an Stelle des Kernes das Protoplasma 


vefirbt war. 


Das nihere Studium hat mir gezeigt, dass der 


Grund dieser Erscheinung in der Fixirung der Objekte liegt. 


Es fragt sich nun, welcher Bestandtheil des Kernes gibt 


zu dieser Reaction Veranlassung? Um diese Frage zu ergriinden, 


machte ich eine ganze Reithe von Versuchen iiber die Wirkung 


verschiedener chemischer Reagentien auf diese Reaction. 


Zuniichst war es wichtig zu erfahren, ob sich der fragliche 


Stoff im Kerne in freiem oder gebundenem Zustande befindet. 
An frischen Priiparaten, wie z. b. in Schnitten des Kalb- oder 


Froschknorpels, an Muskeln des Krebses und an Thymus konnte 
ich bei Anwendung aller oben geschilderten Methoden keine 


Kern 
schien 


irbung hervorrufen. 


unentbehrlich. Es 


Kine Fixirung der Priiparate  er- 
Ist also als wahrscheinlich zu be- 


trachten, dass der Stoff von dem die Reaction abhiingt, sich 


in einem gebundenen 
kiunn man sehr viele Losungen anwenden: 


Zustande 


befindet, 


Kir 


die Fixirung 


Alkohol, Sublimat. 


verdiinnte” Essigsiture, Chlorwasserstoffsiiure, Magnesiumsulfat, 
Natriumphosphat, Ammoniumsulfat, Kupfersulfat (10°/0). 


Wie es scheint, kann der fragliche Stoff sehr leicht aus 


dem Kern ins Protoplasma tibergehen, eine rasche Fixirung 


ist also nothwendig. 


In einem grossen Stiick, besonders eines 


compacten) Gewebes, kOnnen wir oft bemerken, dass in den 


inneren Schichten das Protoplasma, in den dusseren dagegen 


die Kerne gefirbt 


sind. 


Diese Veriinderung in der Firbung 


diirfte wohl auf die Wirkung gewisser im Protoplasma_= ent- 
haltener Stoffe zuriickzufiihren sein. 


Dann versuchte ich an gut fixirten Priiparaten (z. B. mi 


Alkohol) vor der Kupferbehandlung den fraglichen Stoff zu 


lOsen, 


der Wirkung siedenden Wassers aussetzte. 


Es ist mir dies in der That gelungen und zwar durch 
Anwendung der Mineralsiiurelésungen (HCI,NHO,,HJSO,), be- 
sonders gut aber dann, wenn ich die Schnitte etwa 5 Minuten 


Nach 


wirkung (10 Minuten). lisst der Kern noch ein zartes Chro- 


der 


Q 


aure- 
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matinnetz mit feinen rothen Koérnchen erkennen. Nach der 
Extraction mit) heissem Wasser bekommt man keine Kern- 
firbung mehr, ebensowenig nach dem Kochen mit schwachen 
Siurelbsungen. In diesen Fiillen fiirbt) sich gewoéhnlich das 
Protoplasma anstatt des Kernes, was z. B. sehr deutlich in den 
Harnkaniilchen der Kinderniere zu sehen ist. Das Chromatin 
wird aber bei diesen Einwirkungen nicht gel6st und kann 
leicht) mit) Hiimatoxylin. gefiirbt werden. Die Aufl6sung des 
die Kupferreaction gebenden Koérpers wird auch durch warmes 
(60° oder 35°) und selbst durch kaltes Wasser bewirkt (2% 
bis 48 St.) 

Kin interessantes Bild) bekommt man, wenn man_ die 
Muskeln des Flusskrebses mit irgend einer Loésung fixirt, dann 
eine) Minute im Wasser kocht und nun die Kupferreaction 
anstellt: die Kerne haben sich allmihlich gel6st und erscheinen 
als dunkle undeutlich konturirte verschwommene Flecken, nur 
inmitten des Muskelstiicks sind sie unveriindert geblieben. 

Kine ganz umgekehrte Wirkung haben die Alkalien und 
einige Salze: sie verstiirken die Reaction, so z. B. Natrium- 
carbonat, Natronhydrat, Natriumphosphat, Ammoniumsulfat, 
Magnesiumsulfat, Calcitumhydrat und einige andere; besonders 
stark aber wirkt Ammoniak, bei dessen Anwendung man eine 
vollkommene Kernfiirbung bekommt. Wenn die Schnitte nach 
der’ Ammoniakbehandlung mit Wasser gekocht werden, 1s! 
die typische Fiirbung doch noch zu erhalten. Kocht man 
die Schnitte mit Wasser, welches Spuren von Ammoniak ent- 
hilt, werden die die Kupferreaction gebenden Stoffe nicht gelost: 
wenn dieselben aber bereits aufgelost sind, so ist die nach- 
triigliche Behandlung mit Ammoniak ohne Wirkung. 

Die erwiihnten Reactionen beweisen, dass die Kernfiirbung 
nicht von Adenin oder anderen Alloxurbasen abhiingt, wie 
man vermuthen konnte, da diese nur mit Kupferoxydul unlos- 
liche Verbindungen geben und da sie sich in Alkalien) mehr 
oder weniger leicht l6sen. 

Zieht man die Loslichkeitsverhiltnisse des die Kupter- 
reaction gebenden Korpers in Betracht, so wird man auf das 


Histon hingewiesen. Dieses nimmt, wie die Biuretreaction 
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heweist, Kupferoxvd in alkalischer Losung auf. Es ist in 
\Vasser und in Siiuren léslich, durch Ammoniumehlorid, Mag- 
nesium- und Ammoniumsulfat, Natriumearbonat und Natron- 
bydrat fillbar; und vor allem wird es durch Ammoniak nieder- 
seschlagen, was die Wirkung des Ammoniaks auch bei dieser 
Kirbungsmethode gut erklirt. (Kossel!), Lilienfeld?).) 

In welcher Weise die Wirkung der Fixirungsmittel auf- 
yufassen ist, mag vorliiufig dahingestellt bleiben. Eine nahe- 
liegende Frage ist die, in welcher Form das Histon in’ den 
Zellkernen vorhanden sei — ob als freies Histon oder = in 
Verbindung mit Nucleinstoffen als Nucleohiston. Das Verhalten 
heider zu den Reagentien ist ein verschiedenes und ich habe 
einige Versuche mit Thymusgewebe angestellt, in der Hoffnung, 
einiges zur Lésung dieser Frage beizutragen. Ich wiihlte die 
Thymusdriise, weil die Kernstoffe dieses Organs ausfithrlicher 
untersucht sind, und es schien mir besonders interessant, das 
Verhalten des fixirten und des frischen Gewebes zu vergleichen. 
Diese Versuche sprechen fiir die Annahme, dass das Histon 
als Nucleohiston in den Kernen vorliegt. Um = das Thymus- 
histon aus dem Gewebe darzustellen, extrahirt man das Nucleo- 
histon mit Wasser, fillt es aus der wiisserigen Losung mit 
verdiinnter Essigsiiure, wiischt den Niederschlag mit Alkohol 
und Aether aus und zersetzt ihn endlich mit sechwacher Salz- 
<iiurelésung. Ich versuchte dieselben Operationen auf das 
Thymusgewebe anzuwenden. In der That habe ich mit Wasser 
Nucleohiston aus den Zellkernen extrahirt, nach dieser Operation 
ist das Histon dort keinesfalis mehr mikrochemisch zu finden. 
Wenn ich andererseits das Thymusgewebe mit einer verdiinnten 
Essigsiiurelésung fixirt und durch absoluten Alkohol in Celloidin 
cingebettet hatte, bekam ich auf den Schnitten nur eine sehr 
undeutliche Kernfiirbung. Es ist also zu vermuthen, dass. sich 
hier in den Kernen Nucleohiston befindet, welches keine Kupfer- 
reaction gibt. Nach einer gelinden Behandlung der mit 
ssigsiiure fixirten Schnitte mit einer verdiinnten Salzsiiure- 


1) Zeitsch. f. physiol. Chemie, Bd. VIE. S. 511 
2) Ebenda, Bd. XX, S. 89. 
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losung (welche zur Extraction des Histons nicht ausreicht. 
war die Kupferreaction der Kerne intensiver: nach liingere: 
Kinwirkung der Siiure hingegen bleibt die Reaction vollig aus. 
offenbar wird hier der kupferbindende Koérper ganz gelost. 
Ammoniak, nach der Essigsiiure angewandt, hat auf die Re- 
action keinen Einfluss. Aus allen diesen Reactionen miissen 
wir schliessen, dass eine schwache Essigsiiureldsung Kerne_ in 
anderer Weise wie Alkohol fixirt. Aus frischem Thymusgewebe 
zieht Salzsiiture in starken sowie in~ verdiinnten wiisserigen 
Losungen das Histon aus, aber eine alkoholische HCl-Loésung 
hat diese Wirkung nicht, weil, wenn auch Nucleo-Histon zersetzt 
wird, doch dessen Bestandtheile im Alkohol nicht l6slich sind. 

Nach der Behandlung des frischen Gewebes mit Eisessig, 
der Nucleohiston auflést, bemerken wir die Kernfiirbung nur 
in den inneren Theilen der Gewebestiickchen. 

Withrend Alkalien (Natronlauge, Ammoniak), wenn sie 
auf Alkoholpriiparate einwirken, die Reaction verstiirken, ver- 
hindern sie dieselbe, wenn sie direkt auf  frische Priiparate 
gebracht) werden. Alkalische Pepton-Kupferlésung —ruft bei 
frischen Priiparaten’ keine Kernfiirbung hervor. Alkoholische 
Alkalienlésungen sind dagegen gute Fixirungsmittel fiir den 
diese _Kupferreaction gebenden Korper. 

Nach den Angaben von Lilienfeld hat Kalkwasser einen 
zersetzenden Einfluss auf Nucleohiston, wobei man eine unlosliche 
Kalkverbindung des Histons bekommt. Stiickchen der Thymus- 
driise, 2 Tage in Kalkwasser gelassen, geben in der That eine 
sehr intensive Kernfiirbung. Derselbe Verfasser weist daraul 
hin, dass auch kochendes Wasser diese Zersetzung hervorrult: 
Histon wird aber dabei coagulirt und Nuclein geht in die 
Loisung iiber. Nach der Einwirkung siedenden Wassers bekam 
ich in Thymus keine Reaction. Man kénnte dies durch die 
Coagulation des Histons erkliiren: aber es ist mir wahrschein- 
licher, dass das Ausbleiben der Reaction in diesem’ Falle aul 
eine Loésunge des Histons durch das heisse Wasser zu_ be- 
ziehen ist. 

Aus allen diesen Reactionen und einigen weiteren be- 
obachtungen, auf deren Mittheilung ich hier verzichte, glaube 
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ich den Schluss ziehen zu miissen, dass das Histon in den 
untersuchten Geweben als Nucleohiston vorliegt. 

Das oben Angefiihrte bestiitigt moch besser die ausge- 
-prochene Vermuthung iiber den Sinn unserer Reaction. Ver- 
«-hiedene Zellen haben Histone, die in ihren Reactionen  ver- 
<chieden sind. Eine mit Hilfe dieser Kupferreaction durchgefiihrte 
Vergleichung der Zellen mit Riicksicht auf den chemischen Bau 
des Kernes, wird meiner Meinung nach interessante Resultate 
ergeben. 

Eine ausfiihrliche Arbeit mit Abbildungen wird  spiiter 
verOtfentlicht. 

Zum Schluss halte ich es fiir eine angenehme Pflicht, 
dem Herrn Prof. A. Kossel meinen herzlichsten Dank fiir 
-eine bereitwillige tiberaus freundliche Hiilfe und sein bestiindiges 
Interesse an meiner Arbeit auszusprechen. 











Ueber das Antipepton. 
(Hl. Mittheilung.) 


Vv on 
Fr. Kutscher. 


(Aus dem physiologischen Institut in Marburg. 


(Der Redaction zugegangen am 9, September 18%. 


In meiner letzten Abhandlung!) habe ich gezeigt, das- 
die von Kiihne und Chittenden angewandten Methoden zu 
Darstellung eines) reinen Antipeptons nicht zur Gewinnung 
eines Chemischen Individuums fiihren, sondern dass der yon 
den genannten Forschern als Antipepton bezeichnete Koérper 
ein Gemenge heterogener Substanzen ist. Das Gemenge wurde 
von mir mittelst der von Kossel?) zur Isolirung der Hexon- 
basen ausgearbeiteten Methode theilweise aufgelést. Als wesen|- 
liche Bestandtheile fanden sich dabei Histidin und Arginin. 

Diese Resultate stehen im = direkten Gegensatz mit An- 
gaben Siegfried’ s.3) Siegfried erkliirt das Antipepton fiir ein 
chemisches Individuum, identificirt es mit der von ihm isolir- 
ten Fleischsiiure und gibt ihm die Formel der Fleischsiiure 
CH,,N,0.. Balke) hat die Angaben Siegfried’s vollkommen 
hestiatigt. Nun hat Balke mit einem Antipepton gearbeitet, da- 
nach einem Verfahren dargestellt war, welches sich im Princi): 
mit dem Kithne- Chittenden’schen vollig deckte. Die Ab- 
weichungen beziehen sich nur auf Nebensiichlichkeiten. Das 

a 
!, nese Zeitschrift, Bd. XXV, 8S. 195. 
2, Diese Zeitschrift. Bd. XXV, Ss. 165. 
3) Archiv fiir Anat. u. Physiol. Physiol. Abt. Jahrg., 1894, 8. 401 
4) Inese Zeitschrift. Bd. XXNIL Ss. 248. 
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von Balke benutzte Antipepton musste daher, denn Balke 


vermeidet die Reinigung durch Phosphorwolframsiiure, ungefiihr 
dem Rohantipepton von Kihne und Chittenden entsprechen. 
lh konnte daher vermuthen, im Antipepton Balke’s dhnliche 
Verhiiltnisse anzutreffen, wie im Antipepton Kiihne’s. Wegen 
der grossen Tragweite der Arbeiten Siegfried’s und Balke’s 
habe ich mich jedoch in meiner ersten Abhandlung jeder Be- 
merkung iiber dieselben enthalten, da ja die Moéglichkeit offen 
stand, dass die etwas modificirte Methode Balke’ s  praktisch 
ein reines Antipepton liefere. 

Inzwischen sind von mir Untersuchungen an einem genau 
nach Balke’s Vorschrift gewonnenen Antipepton vorgenommen. 
Die Pankreasverdauung des Fibrins, welches mir das Antipepton 
fiir meine Versuche gab, leitete ich in der Weise, dass— ich 
1400 gr. feuchtes, gut ausgewaschenes Fibrin abpresste, in emer 
erossen Flasche mit 3 Litern 0,25°/oiger Sodal6sung — aut- 
<chwemmte, 500 com. Pankreasinfus!) zufiigte, reichlich Thymol 
und Chloroform beigab und das Ganze wohl verschlossen iam 
12. I. 98 in einen auf 40° C. eingestellten Brutschrank brachte. 
Am 21. Hl. 98 fiigte ich nochmals 500 gr. Pankreasinfus hin- 
zu. Den 21. IV. 98 brach ich die Verdauung ab. Zur Ge- 
winnung des Antipeptons aus diesem Verdauungsgemisch ver- 
fuhr. ich woOrtlich nach den Angaben Balke’s. Die Aushbeute 
betrug etwas iiber 200 gr. Antipepton. 

In Arbeit nahm ich 200 gr. Antipepton. Dieselben loste 
ih in 3 Liter Wasser, siituerte mit Sehwefelsiture an und 
fillte in der Kiilte mit Phosphorwolframsiiure, solange ein 
Niederschlag entstand. Nachdem der kornige, sehr volumindse 
Niederschlag abfiltrirt war, wusch ich ihn kurz mit 5°/oiger 
Schwefelsiiure aus. Vom Umkrystallisiren nahm ich dieses Mal 


1) Den Pankreassaft stellte ich mir in der Weise dar, dass ich 

0) gr. nach Kiihne gereinigtes Trockenpankreas (s. Zeitschr. f. Biologie 
bd. XXII, S. 435) mit 500 ccm. 0,1° ciger Salicylsiure 24 Stunden bei 
“)” C. digerirte, die saure Fliissigkeit vom Ungelésten abfiltrirte und 
it Natriumcarbonat neutralisirte. Ich nahm davon Abstand, die Driise 
icii noch mit Sodalésung zu extrahiren, da sie nach einer Probe nur 
uichr sehr wenig wirksames Ferment enthalten konnte. 
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Abstand, um den Einwand zu vermeiden, dass hierbei eine 
Zersetzung des Antipeptons stattgefunden habe. Zwecks Zer- 
setzung der Phosphorwolframfillung schwemmte ich dieselbe 
in Wasser auf, machte die anhaftende freie Schwefelsiiure 


durch etwas Baryt unschiidlich, erwiirmte sie auf 50° C. und 
fiigte so lange concentrirte, ebenfalls auf 50° C. erhitzte Baryt- 
losung hinzu, bis sich durch Natriumcarbonat ein geringer 
Ueberschuss von Baryvt nachweisen less. Darauf filtrirte ich, 
schlug im Filtrat den itiberschiissigen Barvt durch Kohlensiiure 
meder und concentrirte die Flissigkeitsmenge auf 1,5 Liter. 
Jetzt versetzte ich die stark alkalisch reagirende Fliissigkei! 
mit 10°/oigem Silbernitrat, solange ein Niederschlag entstand 
(Fillung I). Die voluminése amorphe Silberverbindung filtrirte 
ich ab. Das Filtrat versetzte ich weiter mit 10°/oigem Silber- 
nitrat, bis eine Probe in gesiittigte Barytlésung gebracht, nicht 
mehr eine rein weisse, sondern leicht braun gefiirbte Fallung 
gab. Sobald ich diesen Punkt erreicht hatte, brachte ich in die 
silberhaltige Fliissigkeit’ festen Baryt in geringem Ueberschuss. 
Nachdem sich die Fliissigkeit mit Baryt gesiittigt hatte, trat 
eine neue sehr reichliche Fiillung ein (Fallung ID). Ich filtrirte 
sie ab, vereinigte Fiillung | und If und verarbeitete dieselben auf 
Histidin und Arginin, das Filtrat davon auf Lysin. Zu diesem 
Zweck schwemmte ich die aus Fiillung:-I und II bestehende 
Masse in Wasser auf, lOste sie in modglichst wenig Salpeter- 
siture auf, schatfte die geringen Mengen beigemischten Baryts 
genau mit Schwefelsiiure heraus und filtrirte. Das Filtrat ver- 
setzte ich vorsichtig mit Ammoniak, so lange ein Niederschlag 
entstand. Die voluminédse Fiillung filtrirte ich ab. Das ein- 
ecengte Filtrat lieferte auf vorsichtigen Zusatz ammoniakalischer 
Silberl6sung noch reichliche Mengen des gleichen Niederschlages. 
Die durch Ammoniak resp. ammoniakalische Silberl6sung  er- 
naltenen Niederschliige mussten das Histidin in Form. seiner 
amorphen Silberverbindung!) enthalten. ed 

Um das Histidin rein darzustellen, verfuhr ich derart, 
dass ich die in oben geschilderter Weise enthaltene Silber- 


!) S. Hedin. Diese Zeitschrift, Bd. XXII, S$. 194. 
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verbindung mit Salzsiure zersetzte, vom Chlorsilber abfiltrirte, 
concentrirte und den erhaltenen reichlichen Syrup zur Krystalli- 
sation aufstellte. Da sich auch nach wochenlangem Stehen 
keine Krystalle abscheiden wollten, versetzte ich den mit Wasser 
aufgenommenen Syrup mit Bleiessig. Es entstand eine reich- 
liche, zum Theil aus basischen Chlorbleiverbindungen bestehende 
Fillung. Das Filtrat davon befreite ich durch Schwefelwasser- 
stoff vom iiberschiissigen Blei, fiigte etwas Salzsiiure zu, dampfte 
zum Syrup ein und stellte von Neuem zur Krystallisation auf. 
bereits nach einigen Tagen begannen sich jetzt reichlich 
Krystalle abzuscheiden. Als sich dieselben nicht mehr ver- 
mehrten, saugte ich sie von der Mutterlauge ab. Die Mutter- 
lauge, die tibrigens noch schwache biuretreaction gab, lieferte 
trotz aller Bemtihungen nur eine geringe weitere Krystallisation. 
Die gewonnenen Krystalle enthielten etwas Farbstoff einge- 
<chlossen. Um sie zu reinigen, krystallisirte ich sie nach vor- 
heriger Entfirbung durch Thierkohle aus Wasser um. Zur 
Analvse liste ich sie in etwas concentrirter warmer Salzsiiure 
und féallte sie mit Alkohol-Aether. Die schliessliche Ausbeute er- 
gab 2,1 gr. Histidindichlorid. 

O18 gr. Substanz gaben 0,2277 Chlorsilber — 31,10°/o Chlor. 

O1775 gr. Substanz gaben bei der volumetrischen Bestimmung 
29.1 cem. Stickstoff, abgeschlossen iiber 25° viger Kalilauge. Barometer- 
stand 748,0 mm. Temperatur 20° C. 

Fiir C,H,N,O, . 2HCI. 


Berechnet: Gefunden: 
Cl = 31,19%Fo Cl = 31,10 
N = 1842 » N = 18,57 » 


Die bei der Reindarstellung des Histidins durch Bleiessig 
erhaltene Fallung zersetzte ich durch Schwefelwasserstoff und 
erhielt aus derselben einen stark gefiirbten Syrup, den ich 
jedoch nicht in analysirbare Form bringen konnte. 

Das Filtrat von der Histidinsilberverbindung musste das 
Arginin enthalten. Um dasselbe zu isoliren, concentrirte ich 
es, wobei starke Reduction des Silbers stattfand, und stellte 
es zur Krystallisation auf. 
vanze Masse zum Krvystallbrei erstarrt. 
Arystalle von der Mutterlauge ab, wusch mit viel Alkohol 


Schon nach 48 Stunden war die 
Ich saugte jetzt die 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, XXVI. 8 








nach, um das beigemengte Ammonnitrat loszuwerden, liste 
die Krystalle in) siedendem Wasser, filtrirte vom reducirten 
Silber ab, engte ein und liess nochmals krystallisiren. Da_ sich 
jedoch auch jetzt noch starke Reduction des Silbers bemerk- 
bar machte, ich aber vermeiden wollte, dass ich ein Gemenge 
von saurem und basischem Argininsilbernitrat in die Hiinde be- 
kam, so suchte ich die zum zweiten Male abgeschiedenen, alkaliscl; 
reagirenden Krystalle in das saure Silbersalz tiberzufithren, in- 
dem ich sie in Wasser lOste und Salpetersiiure bis zur schwach 
sauren Reaction zufiigte. Bei der freiwilligen langsamen Ver- 
dunstung schied sich jetzt eine am Boden des Krystallisations- 
gefiisses haftende Krystallmasse ab, die sich in ihrem Aussehen 
deutlich von den weissen auskrystallisirten Nadein des sauren 
Argininsilbernitrates unterschied. Sie erwies sich bei niiherer 
Untersuchung als das neutrale, ziemlich schwer losliche Nitrat 
einer mir bisher nicht bekannten Base. Die Ausbeute betrue 
ca. 2 gr. Ueber diese neue Base werde ich demniichst  be- 
richten. Das ausgeschiedene Argininsilbernitrat wurde von mir 
fiir die Analyse noch zweimal in etwas verdiinnter Salpeter- 
siiure gelost und mit Alkohol-Aether gefiillt. Es wurden gewonnen 
24.26 gr. analvsenreiner Substanz. 

0.2316 gr. Substanz gaben 0,062 er. Silber = 26.77%. 

0.2045 vr. Substanz heferten bei der volumetrischen Bestimmung 
36.8 ccm. Stickstoff, abgesperrt tiber 25° oiger Kalilauge. Barometer- 


stand 752 mm. Temperatur 20° C, 


Fiir C,H,,N,O,. HNO, — AgNO, 
Berechnet: Gefunden: 
Ag = 26,54° 0 Ag = 26,77° 
N = 20,64 N = 20,50 » 


Aus dem Filtrat von Fiéillung [ und I] suchte ich nach: 
dem Hedinschen?!) Verfahren das Lysin als schwerlosliches 
basisches Silbersalz zu isoliren. Zu diesem Zwecke fiillte ich 
aus demselben den tberschiissigen Baryt durch Kohlensiiure 
aus, filtrirte, concentrirte und stellte zur Krystallisation aut. 
Ks krystallisirte jedoch nur Baryumnitrat heraus. Auch alle 
meine weiteren Versuche, das Lysin in Form. seiner Silber- 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XXI, 8. 297, 
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verbindungen zur Krystallisation zu bringen, sind bisher ver- 
veblich gewesen. Ich versuche daher zur Zeit, die im Filtrat 
enthaltenen Koérper auf anderem Wege zu trennen. 

Da fiir mich hier die Arbeit in gewisser Weise zum Still- 
stand gekommen war, wandte ich mich dem durch Phosphor- 
wolframsiiure nicht fillbaren Theil des Antipeptons zu. Diesen 
befreite ich durch Baryt von Phosphorwolframsiure und Schwetel- 
~iure. Den tiberschiissigen Baryt fiillte ich genau mit Schwetel- 
siure aus. Die erhaltene Fliissigkeit reagi:te stark sauer. Die 
Ursache konnten nur frei gewordene organische Siituren sein. 
lim dieselben zu isoliren, coneentrirte ich die Fliissigkeit in 
der Hoffnung, dass sie eventuell auskrystallisiren wiirden. Es 
-chieden sich jedoch nur Leucin und Tyrosin in einer Menge von 
6.35 gr. aus. Ich verdiinnte daher die von Leucin und Tyrosin 
abgesaugte Fliissigkeit auf 1,5 Liter und fiigte 10°,0ige Silber- 
nitratldsung zu. Es entstand sofort eine schwache flockige 
Fiillung. Dieselbe filtrirte ich ab, wusch mit Wasser aus, 
schwemmte sie in Wasser auf und zersetzte sie mit Schwetel- 
wisserstoff. Die vom Schwefelsilber befreite Fliissigkeit) schied, 
nachdem sie stark concentrirt war, einen in feinen Nadeln 
krystallisirenden, stark sauren Koérper aus. Leider erhielt ich 
nicht geniigende Mengen zur Analyse. Da ich aber tiber 
das «Antipepton» weiter arbeite, hoffe ich allmihlich genug 
davon in die Hiinde zu bekommen, um die Substanz spiiter 
identificiren zu kénnen. Das Filtrat von der Silberfiillung ver- 
~etzte ich abwechselnd mit 10° oiger Silbernitratlosung und 
barvtwasser, solange ein Niederschlag entstand. Ein Ueber- 
schuss von Barytwasser ist sorgfiltig zu vermeiden, da der- 
selbe den Niederschlag entweder wieder lést oder vollkommen 
zersetzt. Der zuniichst sehr voluminése Niederschlag wurde 
bald kornig, wobei sein Volumen stark abnahm. Ich filtrirte ihn 
vb. wusch ihn mit Wasser aus, schwemmte ihn in Wasser 
wut und zersetzte ihn durch Schwefelwasserstoff. Die vom 
Schwefelsilber befreite Fliissigkeit erstarrte nach starker Con- 
centration zu emer weichen Krystallmasse. Das Gewicht der- 
‘elben betrug circa 8 gr. Aus ihr liessen sich 2,33 gr. einer 

weissen Bliittchen krvstallisirenden Substanz isoliren, welche 


* 
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bei der Analyse nachstehende, der Asparaginsiiure nahe kom- 
mende Werthe lieferte. 


0.2469 gr. nach Kjeldahl behandelt sattigen ab 18,2 ccm. ‘10 Nor- 


mal-Oxalsiure entsprechend 0,02448 gr. N = 10,32°o N. 
0.2164 gr. Substanz liefern bei der Verbrennung 0,3004 gr. CO., = 
37,879) G und 0,1145 gr. H,O = 5,92% H. ; 
Fiir CJH,NO, 
Berechnet : Gefunden : 
N = 10,5295 | N = 10,32°%o 
C= $660. | Co SIR, 
H= 526> | H= 592> 


Um endgiiltig festzustellen, dass die isolirte Saéure haupt- 
siichlich aus Asparaginsiiure bestand, stellte ich das Kupfersalz 
dar, indem ich die in Wasser geléste Séure mit kohlen- 
saurem Kupfer kochte. Die vom iiberschiissigen Kupfer siedend 
heiss abfiltrirte Fliissigkeit liess beim Erkalten sofort ein in 
Nadeln krystallisirendes schwer lésliches Kupfersalz ausfallen. 
Die Analyse ergab Folgendes: 

0.2006 gr. lufttrockener Substanz verloren bei 115° C. 0,0596 gr. = 
29,71°/o H,O und lieferten 0,0581 gr. CuO = 23,13°/o Cu. 

0,2386 gr. lufttrockener Substanz gaben bei der volumetrischen 
Bestimmung 11,2 cem. Stickstoff abgesperrt mit 26°%o01iger Kalilauge 
Jarometerstand 751 mm. Temperatur 22° C. 

Fiir C,H,NO,Cu + 41 H,O. 





Berechnet : Gefunden: 
Krystallwasser == 29,59°' | Krystallwasser = 29,71°/0 
Cu = 23,02> | Cu = 23,13 » 


N = 5.08 > N = _ 5,30 » 


Auch aus den Mutterlaugen der Asparaginsaure. erhielt 
ich noch etwas asparaginsaures Kupfer. Die Filtrate vom aspara- 
ginsauren Kupfer lieferten nach ihrer Concentration einen stark 
kupferhaltigen Syrup, der nicht krystallisirte. Weiter ist von 
mir bisher die Auflésung von Balke’s Antipepton nicht verfolgt 
worden. 

Ich will die gewonnenen Resultate der Uebersichtlichkelt 
wegen zusammenstellen. Einschieben muss ich hier einen 
kleinen Vorversuch, der mir gestattet, die im Vorstehenden 
gefundenen Zahlen besser auszunutzen. Ich fallte 3,143 gr. 
von Balke’s Antipepton mit Phosphorwolframsiure, zerlegte die 
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Phosphorwolframfillung und derselben wieder 
O.O71 gr. = 30,9° 0 der urspriinglichen Substanz. 
Lege ich diese Zahl meinem Hauptversuch zu Grunde, 


- ergibt sich, dass der durch Phosphorwolframsiure fillbare, 


fFewahnh aus 


dem gereinigten Antipepton Kiihne’s entsprechende Theil ca. 

G0 gr. der angewandten Gesammtmasse (200 gr.) entsprechen 
Von diesen 60 gr. sind bisher wiedergefunden: 

als Histidin 1,4 gr. = 2,3° 0, 


Muss. 


als Arginin 10,4 gr. = 17,3°/0, 
in Gestalt einer unbekannten Base ca. 2 gr. = 3% 0. 


Rechne ich dazu die in den Histidin- und Argininmutter- 
laugen enthaltene Substanz zu ca. 5 gr., eine Zahl, die eher zu 
tief als zu hoch gegriffen ist, so ergibt sich, dass vom 
gereinigten Antipepton» im vorliegenden Falle lediglich durch 
Silberfiillungen 30—31°/o sich 


21] —22° 0 als analysenreine krystallinische Substanzen gewonnen 


haben abtrennen lassen und 
wurden. 

Der durch Phosphorwolframsiiure nicht fiillbare Theil, 
der, um mich der giingigen Ausdrucksweise zu bedienen, ein «un- 
reines Antipepton» darstellen musste, leferte 6,35 gr. = 4,5°/0 
Leucin -- Tyrosin und ca. 8 gr. = 5,7°/o eines Siuregemisches, 
aus dem sich Asparaginsiiure isoliren liess. 

Die obige Zusammenstellung bestiitigt die Angaben balke's 
durchaus nicht. Es zeigt sich im Gegentheil die itiberraschende 
Thatsache, dass sich sein Antipepton durch Phosphorwolfram- 
siiure in zwei Haupttheile zerlegen liisst, einen durch Phosphor- 
wolframsiure fiillbaren basenreichen und einen durch Phosphor- 
wolframsiiure nicht fiillbaren, der die den Basen correspon- 
direnden Siiuren zu enthalten scheint. Durch geeignete Methoden 
dann beide Haupttheile weiter auflésen. Diese 
Thatsachen stimmen schlecht fiir ein chemisch reines Antipepton 
der Formel C,,H,,N,0,, vertragen sich dagegen gut mit den 
Kinwinden, welche sich schon Kiihne und Chittenden!) 
beziiglich der Einheitlichkeit des Antipeptons selbst machten. 


lassen sich 


Der Hauptgrund, welcher die genannten Forscher abhielt, sich 


1) Z. f. Biologie, Jahrg. 1886, Bd, XXII, 5. 452. 
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bestimmt fir die chemische Individualitaét des Antipeptons aus- 
zusprechen, war das starke Schwanken in den_ erhaltenen 
Analysenwerthen der verschiedenen Priiparate. Die Ursache 
hierfiir erklirt sich jetzt ohne Commentar. Auch eine andere 
sehr auffallige Erscheinung in den Analysen Kiihne’s, néimlich 
die, dass die gleichen Priiparate nach ihrer Umfiillung mit 
Phosphorwolframsiiure ein) merkliches Absinken des Kohlen- 
stolfs ber gleichzeitigem Wachsen des Stickstoffs zeigten, liisst 
sich jetzt ohne Schwierigkeit deuten, wenn wir das Anwachsen 
der kohlenstoffarmen, aber stickstoffreichen Hexonbasen in der 
Phosphorwolframportion in) Betracht ziehen. Ich = lasse hier 
die interessirenden Analysen Kiihne’s?) folgen. » 








Fibrinpepton Driisenpepton 
Vor der Fallung Vor der Fallung 
durch Phosphor- Nach der Fallung durch Phosphor- Nach der Fallung 
wolframsiure wolframsaure 
C L7.68 16,59 | 444d 42,96 
iH 7.03 | 6.69 749 7.26 
N 16.58 | 18.28 | 17.06 17.80 


Setzen wir weiter die gefundene Histidinmenge in Be- 
ziehung zu den verdauten 526 gr. Eiweiss (ich rechne die 
1400 gr. feuchtes Fibrin als 350 er. trockenes und nehme 
vemiiss den Versuchen Kiihne’s [s. Z. f. Biologie, Bd. XXII, 
S.. #35) an, dass von den 200 gr. Trockenpankreas, die bei 
bereitung der Verdauungsfliissigkeit zur Verwendung kamen. 
176 gr. verdaut wurden), so haben dieselben 0,266°/o Histidin 
geliefert. Diese Zahl, verglichen mit der von Hedin?) bei der 
Zersetzung von Eiweiss durch Siiuren erhaltenen, ergibt eine 
gute) Uebereinstimmung der Histidinwerthe (0,266°/o gegen 
0.263" 0). Der von mir gefundene hohe Histidinwerth scheint 





demnach auf eine weitgehende Zertriimmerung des Elwelss- 
molekiils und des in demselben enthaltenen Protaminkern- 









lI) L. c., S. 452 


“>; Diese Zeitschrift, Bd. XX, S. 191. 





3 
; 














— 11% — 


durch das Trypsin za sprechen. Diese Annahme findet in’ der 
-«-hwachen Biuretreaction des Antipeptons ihre Bestitigung. 
Die aulfillige Abnahme der Biuretreaction wurde von Kithne?) 
zuerst am Driisenpepton constatirt, bei einem Antipepton, das 
durch Selbstverdauung der Pankreasdriise entsteht. Bei diesem 
Verdauungsvorgang wirkt eine grosse Trypsinmenge auf ver- 
hiiltnissmiissig wenig Eiweiss ein. Naturgemiiss muss hier die 
Einwirkung des Trypsins auf das Eiweissmolekiil besonders 
energisch erfolgen, und das documentirt sich durch das Ver- 
-<chwinden der Biuretreaction. Auch die Stoffwechselversuche 
Killinger’ s,?) in denen sich derselbe vergeblich bemiihte, durch 
Verfiitterung von Driisenpepton seine Versuchsthiere ins Stick- 
stofigleichgewicht zu bringen, sprechen datiir, dass das Driisen- 
pepton aus einem Gemenge verschiedener Koérper besteht, die 
<chon welt ab vom nativen Eiweiss stehen miissen, weshalb 
sie nicht mehr zum Ersatz des verbrauchten Korpereiweisses 
verwerthet werden kénnen. Wir sehen, wie leicht und unge- 
zwungen sich alle bekannt gegebenen, auffiilligen Eigenschatten 
des Antipeptons durch die von mir gewonnenen Resultate er- 
kliiren lassen. 

Ich wende mich nunmehr der Fleischsiiture Siegfried s 
zu. Das Ausgangsmaterial, welches Siegfried die Mutter- 
substanz der Fleischsiiure, die Phosphorfleischsiiure, geliefert hat, 
war Kemmerich's Fleischextract. Aus demselben fillte er *) 
anfiinglich durch Baryt, spiter durch Ammoniak und Calcium- 
chlorid die’ Phosphate heraus, versetzte die davon befreite 
Fliissigkeit mit Eisenchlorid, kochte auf und stumpfte die saure 
Reaction bis zur schwach sauren mit Ammoniak ab. Das aus- 
fallende Salz war das Carniferrin, das Eisensalz der Phosphor- 
fleischsiiture. Das Princip der Siegfried’schen Methode ist 
nicht neu. Es lésst sich bis auf die Arbeiten Scehmidt-Miil- 
heim’ s und Hofmeister s iiber den Verbleib der Peptone im 
Thierkérper verfolgen. Beiden diente ein dem Siegfried schen 


1) Zeitschr. f. Biologie, Jahrg. 1892. Bd. XXIX, S. 524. 

2) Zeitschr. f. Biologie, Jahre. 1896. Bd. XXNUPE S. 194. 

3) Archiv fiir Anat. u. Physiol., Physiol. Abth.. Jahrg. 1894, 
>. 401 u. diese Zeitschrift. Bd. XXII. 8. 360. 











— 120 — 


dhnliches Verfahren dazu, um aus den peptonhaltigen Fliissig- 


keiten Eiweiss und Albumosen herauszuschaffen. Hofmeister?) 
verfuhr dabei in der Weise, dass er die auf Pepton zu unter- 
suchenden Fliissigkeiten mit Natriumacetat und Eisenchlorid ver- 
setzte, die stark saure Reaction bis zur schwach sauren ab- 
stumpfte, aufkochte und so Eiweiss wie Albumosen als unlosliche 
kiscnverbindungen ausfillte. Folin?) erhebt denn auch Ein- 
wand gegen die Siegfried schen Arbeiten, indem er dem Ver- 
fahren Siegfried’s jede Specifitiéit abspricht. Nach = seinen 
Versuchen leferten bei Anwendung des Siegfried schen Ver- 
fahrens die Albumosen Eisenverbindungen, welche dieselben 
Loslichkeitsverhiiltnisse gegen Alkalien wie’ das Carniferrin 
zeleten, 

Mit einer Methode also, die in hohem Grade das Ver- 
mogen besitzen muss, Albumosen zu fallen, arbeitet Siegfried 
im albumosereichen Fleischextract ?) und fallt mit) derselben 
das einheitliche Carniferrin. Schon die von Folin vorgebrachten 
Kinwiinde miissen uns die chemische Individualitéit des Carni- 
ferrins recht zweifelhaft erscheinen lassen, doch liisst sich noch 
ein weiterer Grund gegen dieselbe beibringen, das ist das Aut- 
treten der Bernsteinsiiture unter den Zersetzungsprodukten des 
Carniferrins. Wir kennen niimlich schon lange aus den Arbeiten 
Weidel s4) die Bernsteinsiiure als einen Bestandtheil des 
Hleischextractes. Kemmerich®) citirt in seinen Arbeiten tiber 
die Bestandtheile des Fleischextracts die Angaben Weidel = 
und widerlegt sie nicht. Allerdings konnte Herr Blumenthal © 
in DO er. Liebigs- und 150 er. Cibils-Fleischextract keine bern- 
steinsiiure nachweisen. Doch glaube ich, dass diese beiden 
an kleinen Mengen Fleischextract gemachten negativen Befunde 
Blumenthal’ s kaum die Angaben eines so hervorragenden 
Chemikers wie Weidel beeintrichtigen. In WKenntniss der 


1) Diese Zeitschrift. Bd. IV. Ss. 264, 271 und Bd. V, 8. 140. 

2 Diese Zeitschrift. Bd. NXXV, S. 163. 

3, Diese Zeitschrift. Kemmerich’s Arbeiten. Bd. XVII, S. 414. 
4, Annalen der Chemie u. Pharmacie, Bd. CLVIIL 5. 366, 

+, These Zeitschrift. Bd. XVII Ss. 413. 


6) Virchow’'s Archiv. Bd. 137, 8. 559. 
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Weidelschen Angaben kann uns”) das~ Erscheinen der 
bernsteinsaure unter den Spaltungsprodukten der Phosphor- 
fleischsaure nicht wundern, es liess sich im Gegentheil ihr 
krscheinen dort erwarten. Denn Siegfried muss die Bern- 
steinsaure mit seiner Methode in Form ihres Eisensalzes fallen 
und durch seine weiteren Manipulationen, die auf die Dar- 
stellung’ der Fleischsiiure hinzielen, wieder in Freiheit setzen. 
OQ} die bernsteinsaiure der einzige Korper ausser den Albumosen 
ist. der durch die Siegfried’sche Methode gefiillt wird, muss 
ih dahingestellt sein lassen. Es geniigen jedoch, wie ich glaube, 
schon die Vorstehenden Erwiigungen, um zu zeigen, dass das 
Carniferrin ein Gemenge von Eisenverbindungen  heterogener 
Korper sein muss. Die Eisenverbindungen zersetzt Siegfried 
durch Baryt, schafft den Baryt durch Schwefelsiiure fort und 
erhiilt lediglich durch Alkoholfiillung die einheitliche Fleisch- 
siiure oder das Antipepton. Auf die hohe Unwahrscheinlich- 
keit, durch ein so einfaches Verfahren aus einem Gemisch un- 
bekannter KOrper nur einen herauszuholen, brauche ich kaum 
hinzuweisen. 

In geringer Abiinderung benutzt Siegfried!) die Eisen- 
fillung, um auch aus pankreatischen Verdauungsgemischen das 
Antipepton direkt zu isoliren. Er versetzt die Verdauungs- 
gemische mit Kochsalz und Eisenchlorid und erhitzt, dabei 
lillt die « Fleischsiiure» in Form ihres unléslichen Eisensalzes 
wus. Dasselbe wird dann weiter durch bBarythydrat zersetzt, 
dis frei gewordene Antipepton von Baryt befreit und durch 
Alkohol geféillt. Die Methode wiire brauchbar, wenn sie speci- 
lisch wiire, das ist sie aber nicht. Denn man kann sich jeder- 
zeit mit Witte’schem Pepton oder reinen Albumosen, die man 
mit der néthigen Menge Kochsalz und etwas Eisenchlorid ver- 
~eizt und aufkocht, tiberzeugen, dass starke Fallungen von 
tickstoffhaltigen Eisenverbindungen auftreten. Man miisste dem- 
nach bei Anwendung der Methode Siegfried’ s zunachst vorher 
die Verdauungsgemische mit Ammonsulfat von den Albumosen 
befreien, weiterhin den Nachweis fiihren, dass sich in den 


1) Archiv fiir Anat. u. Physiol., Physiol. Abt., Jahrg. 1894, 5. 416. 
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albumosefrei gemachten Fliissigkeiten keine durch Eisenchloric| 
—— Kochsalz fillbaren Korper ausser Antipepton befinden. Diese 


Bedingungen hat Siegfried nicht erfiillt, und daher ist) eine 
Discussion iiber den Korper, den er als Antipepton alias Fleisch- 
siiure aus Verdauungsgemischen tsolirt hat, nicht gut modglich, 

Fasse ich die von mir erhaltenen Resultate kurz zu- 
sammen, so ergibt sich: 

Das nach Balke dargestellte Antipepton ist ein Gemenge 
heterogener Korper, das sich durch Phosphorwolframsiaure in 
zwei Theile, einen basen- und einen siiurereichen, trennen liisst, 

Aus dem = basenreichen Theil haben sich bisher Histidin, 
Arginin und eine unbekannte Base, aus dem siurereichen 
Asparaginsiiure isoliren lassen. 

Die Methode Siegfried’s zur direkten” [solirung des 
Antipeptons aus Verdauungsgemischen ist) nicht) anwendbar, 
da auch Albumosen durch dieselbe gefiillt werden, und = der 
Nachweis fehlt, dass die itibrigen ber der Pankreasverdauuneg 
entstehenden) Korper nicht) auch schwer ldsliche Eisenverbin- 
dungen lefern. 















Beitrag zur Kenntniss der Ausscheidung des organisch 
gebundenen Phosphors im Harn. 


Von 
Horst Oertel. 


\us dem chemischen Laboratorium des physiologischen Instituts der Universitat Leipzig 
ind dem Laboratorium fiir medicinische Chemie der Yale University, New Haven Conn. 


(Der Redaction zugegangen am 11. September 189s.) 


Roland?!) war der Erste, der darauf hinwies, dass, wie 
bei der Schwefelausscheidung, auch ein Theil des Phosphor- 
vehalts im Urin nicht in Form von Phosphorsiiure vorhanden 
<ei. Nachdem schon friiher Phosphor in organischen Verbin- 
dungen sowohl in verschiedenen thierischen Geweben als auch 
Exereten gefunden worden war, haben Kliipfel und Fehling 
das Vorkommen derartiger Phosphorverbindungen im Harne 
constatirt, und Sotnitschewski?) wies die Glycerinphosphor- 
<iure als normalen Bestandtheil des Menschenharns nach. Viele 
bearbeiter hat die Frage der Ausscheidung des organisch gebun- 
denen Phosphors zuniichst nicht gefunden, ja bis in die neueste 
Zeit hinein, wo die Phosphorausscheidung in Folge unseres Fort- 
<chritts in der Zellchemie allmiihlich in den Vordergrund getreten 
ist, finden sich nur Gesammtphosphorbestimmungen und zwar 
meist auf pathologischem Gebiete: von Untersuchungen iiber 
die normalen Verhiltnisse dieser Phosphorausscheidung ist) so 
fut wie nichts zu finden. Und doch diirfte gerade eine Separat- 


1) Philosophical transactions 1864 p. 463. 
2) Zeitschrift fiir physiologische Chemie Bd. IV, 214. 1881. 



































bestimmung derselben nothig und besonders angethan sein. 
Licht auf gewisse Stoffwechselprocesse zu werfen. Ich habe 
es deshalb unternommen, in. dieser Mittheilung kurz darzu- 
stellen, wie sich diese Verhiiltnisse bei einer Anzahl anscheinend 
normaler Individuen gestalten, und zwar wurde zuniichst durch 
mehrere Bestimmungen die mittlere Ausscheidung der Versuchs- 
personen festgestellt, weiterhin erstreckte sich die beobachtung 
liber liingere Zeitriiume 6 bis 8&8 Tage, wobei noch der Einfluss 
der Muskelarbeit herangezogen wurde. Bei diesen letzteren 
Serien wurde der N mitbestimmt und so das Verhiiltnis N zu 
PLO, gewonnen. 

Spirlich sind, wie schon oben erwiihnt, die Angaben 
iiber die Ausscheidung des gebundenen Phosphors im Harn. 
Lepine und Eymonnet?!) machten quantitative Bestimmungen 
durch Wigen als Ammonphosphormolybdat. Sie fanden beim 
Menschen 15 mgr. auf 1 Liter Harn, auf 100 Theile N kamen 
O15 bis 0,80 Theile organisch gebundenen Phosphors. Hunde- 
harn enthielt’ absolut und relativ mehr. Der hoéchste Gehalt 
beim Menschen 1,8 oder 1 auf 100 N wurde bei Phtisikern 
mit Fettleber gefunden, wobei sich der Lecithingehalt der Leber 
auf 3° o stellte. 

Am eingehendsten ist Zuelzer?) in seiner Semiologie 
des Harns. Er bestimmt die gebundene Phosphormenge_ in- 
direkt, indem er zuniichst PO, durch Filtration bestimmt, dann 
mit HCl kocht, wieder titrirt und nun aus dem Unterschiede 
beider Titrationen die organisch gebundene Phosphormenge be- 
rechnet. 

ln zwei seiner normalen Analysen fand er im 24stiindigen 
Harn emer Versuchsperson: 

I. II. 
(resammt-P,O, Organ. P,O, Gesammt-P,O, Organ. P,O, 
1.86 0.042 25 0.06 


Chapelle’) findet den organisch gebundenen P,O, : 0,06 bis 


lL) Compt. rend, soc, biol. 1882. 
2) Berlin 188+ bei O. Hempel. 


3) Phosphor total de Purine. Lyon med. rey. 33. 
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O08 fiir L100 cem. Harn (?): einen Theil desselben nimmt er als 
Glycerinphosphorsaure an, einen anderen als in noch unbekannten 
Verbindungen. 

Ueber den Einfluss der Muskelarbeit auf den gebundenen 
Phosphor im Harn ist nichts zu ermitteln. Auf die pathologische 
Ausscheidung, iiber welche ebenfalls Zuelzer und Lepine 
mit anderen berichten, werde ich an anderer Stelle zuriick- 
kommen, da ich hier zuniichst nur normale Verhiiltnisse im 
Auge habe. 


Methode, 


Die Methode meiner Phosphorbestimmung war die auch 
sonst tibliche gewichtsanalytische. 50 resp. 100 cem. Harn 
wurden in der Silberschale verdampft, mit Aetzkali und Salpeter 
geschmolzen, mit Wasser aufgenommen und unter Zusatz 
concentrirter Salpetersiiure gelist; hierauf mit Ammonmolybdat- 
losung und Ammonnitrat niedergeschlagen, nach liingerer Zeit 
liltrirt, der Niederschlag mit verdiinnter Ammonnitratlésung 
gewaschen, mit Ammoniak gelést und durch Magnesiamischung 
abermals niedergeschlagen. Nach 24 Stunden wurde durch asche- 
treies Filterpapier filtrirt, getrocknet, verbrannt und gewogen. 
Das Resultat ergab die Gesammtphosphormenge. Zur Bestim- 
mung des organisch gebundenen Phosphors wurde eine zweite 
Quantitaét Harn zuniachst mit Chlorcalcium in ammoniakalischer 
Losung zur Fiillung der Phosphate niedergeschlagen, der Nieder- 
<chlag abfiltrirt, gut gewaschen, im Filtrat der Phosphor wie 
oben bestimmt, das Ergebniss als organisch gebundener Phos- 
phor angesprochen. 

Nach meiner Erfahrung scheint es, als ob diese Methode 
-owohl zur Gesammtphosphorbestimmung wie zur Bestimmung 
des organisch gebundenen Phosphors die besten Resultate liefert. 


I. 

Zur Ermittlung der mittleren tiiglichen Ausscheidung sind 

an sieben Personen Bestimmungen ausgefiihrt worden. Hierzu 
wurde an zwei bis drei Tagen der Harn gesammelt und 
(Gesammt-P und organischer P, wie oben angegeben, bestimmt. 
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Die Nahrung aller Versuchspersonen wurde constant erhalten, 
auch withrend der Bestimmungszeit keine besondere korperliche 
Arbeit gethan. Die Zahlen sind Mittel zweier Analysen. 


Tabelle L. 

















= gr. vr, 
<uchs = Beruf = Gewicht Harn- Gesammt-P > organ. geb. 
: | < menge 
person => als PQs P als P2O5 | 
\ l Arzt 26 «BG ke. 1600cem. 2.500 0.120 
2 1400 cem. ? 623 O.O85 | 
| 
i | Philologe | 30) 70 kg. 1200 cem. 1.553 ),040 | 
| 
2 1400 cem. 1.555) | (0.040 
—— Se aaa Sa ! _— 
i‘; 1 Chemiker 28 75 kg. 2200 cem. 2.696 | 0.076 
2 | L200cem. 1.750 | 0.057 
} | 1600 cem. 2.370 O.0D) 
1) 1 Student 22 &Okg. 1100 c¢em.) 2.980 0.075 
2 940 Cem. 2.700 0.060 
E* I student 22 SO ke. [300 cem. 32-44 0.057 
? 1200 cem. 3.548 0.059 
3 L700 ceim. 3.592 0.110 
| * 1 <Arbeiter 28 SO ke. 1200 cem. 7760 0.046 
2 1200 cem. 1.915 0.042 
3 1040 Cem. 1.882 0.048 
(i | student P22 SOkg. 1050 ccm. 2 O87 O42 
2 TOO Cem. 1.498 0.035 
5 700 cem. 1104 0.030 


Die Betrachtung dieser Ergebnisse zeigt zuniichst, das 
im Mittel bet einer Ausscheidung von tiiglich ungefiihr 2,0 


oT 
er, 


Gesammt-P,O. ungefiihr 0,05 gr. P.O; als organisch gebundener 


* KE. F, G, sind die Ruhetage der weiter unten folgenden Serien. 
also 3 auf einander folgende Tage; der Vollstindigkeit wegen schon hier 
mit aufgenommen. 





Phosphor ausgeftihrt werden. Die hochste Tagesmenge war 
0.120, die niedrigste 0.03 er.. doch sind dies Seltenheiten. Es 
zeigt sich ferner, dass ein gewisses Verhiiltniss zwischen Ge- 
summt- und organisch gebundenem Phosphor besteht, beide 
variiren im Allgemeinen zusammen. Hierbei ist) jedoch zu 
hemerken, dass das Verhiiltniss beider bei verschiedenen Per- 
sonen ein anderes ist. So scheidet Individ. A und C zum 
beispiel mehr organisch gebundenen Phosphor in Relation zur 
Gesammtmenge aus, als es bei Individ. Eder Fall ist. Der 
Arbeiter F scheidet weniger aus, als die meisten anderen. 
(ausser B) nicht diesem Stande angehé6renden Personen. Wir 
werden bei den Serien mit Stickstoffbestimmung sehen, dass 
diese individuellen Differenzen mit der Grosse des allge- 
meinen Stoffumsatzes einhergehen. Hieran schhiesst sich noch 
eine Analyse bei C, in welcher die Phosphormengen im Tag- 
und Nachtharn getrennt bestimmt worden sind. Es ergab sich: 


Tag: Gesammt-P,O. 0,931 Organ. geb. PLO, 0,027 
Nacht: 0.770 , WOLD 
in 24 Stunden 1.701 in 24 Stunden 0,042 


Es wurde also Nachts weniger P,O, ausgeschieden als 
am Tage. 

I. 

Von Interesse war es nun, die iiber eine liingere Periode 
sich erstreckende Ausscheidung zu beobachten, und es wurden 
deshalb mit den schon oben erwiihnten Versuchspersonen. E, 
F und G Serien veranstaltet, welche sich iiber 6 bis & auf- 
einander folgende Tage erstreckten. Um eine Vorstellung tiber 
das Verhiltniss der Ausscheidung des Phosphors zu der des 
Stickstoffs zu gewinnen, wurde dieser nach Kjeldahl bestimmt 
und, um etwaigen Einfluss der Muskelarbeit zu constatiren, der 
vierte Tag, nachdem also an den ersten drei Tagen Ruhe be- 
obachtet worden war, zum Arbeitstage gemacht. Dann folgten 
die letzten zwei Tage abermals als Ruhetage. Bei G, einer 
achttiigigen Serie, waren 1, 2, 3 Ruhetage, aber 4 und 5 Arbeits- 
lave, dann am 6., 7. und 8. Tage wieder Ruhe. Die Arbeit 
bestand in Laufen, Stemmen von Gewichten und Holzhacken 
mehrere Male am Tage bis zur Ermiidung. 









Verhiltnisse 
N: P.O, 


Harn- Specifisches | Gesammt- | Organ. geb. 
| = Bemerkung 


menge Gewicht | PLO, Pe, — ‘ 
in Gesammt- | in organ. geb. 


menge Menge 


j 








B00.) «1028 | BH 0.057 | 17.93 | 100:18 | 100:0,31 
1200 1022. | 3,348 0,059 15.33 100: 21 100 : 0,38 
1700 1022 3.592 | O110 | 18,90 100:18 100 : 0.57 
Arbeitstag 100 | 1025 | 2237 | 0,056 18,23 100:12 | 100:0,30 
1100 10233 3.057 | 0,063 17,51 100:18 | 100:0,35 
00 |) 1024 2 953 O.O80 | 14.74 100:20 | 100:0.54 


mat 


II. 


1200 1018S | 776 16 11,68 100:15 | 100:0,39 
000) «1021 1915 | 0,042 13.65 100:14 © 100:0,30 
10-40 LOL9 1882. | 0,049 11,10 100: 16 100 : 0.43 
Arbeitstag 4 1) 1016 LO 0048 11.02 100218 100:0,39 
920) 1023 | 21417 0.039 11.65 100: 10 100): 0,33 
1120 102% | | 0,054 13,24 100: 11 100 : O40 


ibelle 


‘ 
if 


‘i 


1050) 1025 | 0,042 | 16.28 100-16 = 100:0,25 
TOO 1030 4 | (0.035 1144 100: 12 100: O34 
700 1022 | ' 0.030 917 100: 12 100: 0.32 
i 4 400) 103 et 0,030 8,10 100: 16 
\ 460) 1032 0.050 10,02 100: 16 
420) 1031 0.036 930 100: 17 
600 1027 2 O46 0.031 10.31 100: 19 100: 0.30 
1400 1O19 2 24S (07 4 14.48 100: 15 1: O.F0 


TO- 


r, be} 
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sehr 


Wetter, 


1e 


Arbeitstage 


Im Hochsomme 
heissem 


ther wohl d 


ringe Harnmenge. 
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Ueberblickt man diese Zahlen, so sieht man, dass die 


Ausscheidung in bestimmten Grenzen variirt: innerhalb einer 
serie betragt dies ungefiihr 0,02 gr. Die Stickstoffausscheidung 
sewinnt besonderes Interesse. Sie zeigt, dass auch die Austuhr 
des organisch gebundenen Phosphors in gewissem Maasse mit 
abhiingig ist von der Groésse des allgemeinen Stoffumsatzes. 
Am besten veranschaulichen dies Versuchspersonen E und F. Bei 
der ersteren ist gemiiss den erhdhten Stickstoffzahlen auch 
die Phosphorausscheidung relativ héher wie bei F. Zur Fest- 
-tellung dieser Thatsache muss man den Gesammteindruck der 
vanzen Serie festhalten. Ein absolutes Variiren des Verhiilt- 
hisses N zu organ. P,O., so dass beide constant zusammen 
fallen und sich erheben, findet nicht statt, wohl aber ergibt es 
-ich, dass eine Person mit allgemeiner hoherer Stickstoffausfuhr 
auch eine im allgemeinen hohere organische Phosphoraus- 
<cheidung besitzt. Die niiheren Bedingungen des Wechsels 
bleiben uns vorliufig unbekannt. Im Verhiiltniss kommen auf 
100 Theile Stickstoff 0,3 bis 0,5 Theile organisch gebundenen 
Phosphors. 

Kin Einfluss der Arbeit auf die Ausscheidung selbst oder 
deren Relation zum Stickstoff ist nicht ersichtlich. Gesammi- 
phosphor und Stickstoff wurden gleichfalls nicht wesentlich 
vermindert. Moéglich ist, dass liingere, sich bis zu vollstindiger 
Erschopfung ausdehnende Arbeitsperioden geniigende Aende- 
rungen hervorgerufen hatten, um sie als durch die Arbeit be- 
dingt anzusprechen. Diese Serien zeigen jedoch nichts davon. 
Man kann also wohl sagen: 

Die Grésse der Ausscheidung des organisch gebun- 
denen Phosphors, welche bei verschiedenen Individuen eine 
andere ist, geht einher mit der Grésse des Stickstoffumsatzes. 
Daraus scheint mir aber hervorzugehen, dass die Ausfuhr des 
organisch gebundenen Phosphors jedenfalls nicht allein von der 
/ersetzung des Nervengewebes abhiingig ist. Denn es ist un- 
wahrscheinlich, dass dieser Stoffwechsel gross genug Ist, um 
diese Unterschiede in Phosphor und Stickstoff bei gesunden 
Individuen zu erzeugen. 

Es muss also der organisch gebundene Phosphor noch 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, XXVI, ay 
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eine andere Quelle haben. Es ist aber auch nicht anzunehmen. 


dass der organisch gebundene Phosphor aus der Nahrung 
stammt, denn dann miissten gerade die Veriainderungen  seine- 
Verhiltnisses zum Gesammt-P und N innerhalb der einzelnen 
Serien, also bet einem Individuum, eine Constanz aufwelsen. 
wie wir sie eben vermissen. Es miissen also bei der Aus- 
scheidung des organisch gebundenen Phosphors noch naher zi 
ergriindende Zustiinde eine Rolle spielen. --- Ob nun der 
organisch gebundene Phosphor hauptsiichlich durch Zerfall des 
Korpergewebes selbst) entsteht, ob er wirklich eine unvoll- 
stiindige Oxydation von Phosphorverbindungen darstellt,  liiss! 
sich vorliutig, wie mir scheint, noch nicht entscheiden. Die 
Thatsache, dass die Muskelarbeit in unseren Serien ohne nach- 
welsbaren) Einfluss war, konnte man aber wohl als dagegen 
=prechend auffassen. Aber es ist) zu betonen, dass gewisse 
unbekannte Bedingungen hierbel mbglicher Weise noch eine Rolle 
spielen. Hier konnen pathologische Zustiinde, bei denen grosser 
Schwund besonders nuclein- und nucleonreicher Gewebe.§ statt- 
findet, Interessantes zu Tage fordern. In allen solehen Zu- 
stiinden miisste der organisch gebundene Phosphor separat 
bestimmt werden, und es) ist wahrscheinlich, dass diese Aus- 
scheidung uns emmal wichtige Aufschliisse tiber den Stofi- 
wechsel der Gewebe tiberhaupt geben wird. 


Es ist mir Bediirfniss, Herrn Professor M. Siegfried fiir die 
Anregung zu dieser Arbeit, sowie fiir die rege Theilnahme 
wiihrend meines Aufenthalts am physiologischen Institut: meinen 
wiirmsten Dank auszusprechen. Aeussere Umstiinde zwanget 
mich, Leipzig noch vor Fertigstellung dieser Experimente zu 
verlassen. Ich habe es aber der grossen Freundlichkeit des 
Herrn Professors Herbert E. Smith, derzeitigem Dekan de! 
hiesigen medicinischen Facultiit, zu danken, dass diese Unter- 
suchungen in seinem Institute zu Ende gefiihrt werden konnten 


New Haven, Conn. 1. August 1893. 









Xanthinstoffe aus Harnsdaure. 
ll. Mittheiluneg. 


Von 
Ernst Edw. Sundwik. 


Der Redaction zugegangen am 12. September 189s 


In einer friiheren Mittheilung dieser Zeitschrift (Bd. XXII, 
S. 496. 1897) habe ich mit grosser Wahrscheinlichkeit dar- 
thun kénnen, dass durch Reduction von Harnsiiure XNanthin- 
stoffe entstehen, und zwar Xanthin und Hypoxanthin. Ich habe 
die Identitiit dieser Stoffe mit den von mir dargestellten Prii- 
paraten nicht nur durch fast alle gebriauchlichen qualitativen 
Reactionen, sondern auch durch quantitative Analysen erwiesen. 
Kine) Bestimmung von Wasserstoff oder Kohlenstoff blieb je- 
doch noch wiinschenswerth, und ich glaubte damals, dass ich 
bald im Stande sein wiirde, diese vorzulegen. 

Verschiedene Umstiinde, vor Allem die Schwierigkeit, die 
erhaltenen, der Quantitét nach gar nicht kleinen Xanthinstofl- 
mengen zu reinigen, haben es bewirkt, dass ich erst heute in 
der Lage bin, dieses Versprechen zu erfiillen. Nunmehr ist 
dieses leicht, da ich, wie es oft geschieht, zweimal sehr reine 
Hypoxanthinsilbernitrat erhalten habe. Nach mehrmaligem Um- 
krvstallisiren und Behandlung mit Ammoniak und Silbernitrat 
in der Wiirme habe ich es ber 120° C. getrocknet. Die) Ana- 
lyse gab folgendes Resultat: 

!, 0.3912 gr. Hypoxanthinsilberoxyd gaben: 0.2328 Ag 
oder 59,51° 5 Ag 
ebenso 0.2376 gr. CO, oder 16,564" 5 C, 
und 0.0322 gr. H,O oder 0,920". H, 


Il. O32085 er. Substanz gaben O,19505 gr. CO, 
oder 16,60°. C, 














Hypoxanthinsilberoxyd erfordert 60,167°/o Ag, 16,71°/o C, und 
O,836° 0 Hy. 

Hieraus geht also unzweifelhaft hervor, dass durch die 
Reduction von Harnsiiure mit Chloroform und Natriumhydrat 
sich Anfangs Xanthin, danach Hypoxanthin sich bildet. Diese 
Stoffe spalten sich spiiter in verschiedene einfachere Produkte, 
Kohlendioxvd, Ammoniak und wahrscheinlich Cyanamid und 
dessen Umwandlungsprodukte. Dabei entstehen auch humus- 
artige, die Reinigung der Xanthinstoffe sehr hindernde Produkte. 
Die bet reinen Xanthinstoffen so empfehlenswerthe Methode, 
dieselben mit Silber- und Kupfersalzen auszufiillen und die Me- 
talle spiiter mit Schwefelammonium zu entfernen, ist hier 
weniger anwendbar. Die Metallsulfide bleiben zum Theil in 
Losung und kénnen als solche nicht abgeschieden werden. Ich 
habe noch keine Methode, die ohne grossen Verlust  ver- 
wendbar wiire, zur leichteren Reinigung der erhaltenen Xanthin- 
stoffe auffinden konnen. 

Kine Analyse des erhaltenen Xanthins habe ich als weniger 
nothig erachtet, da ja die qualitativen Reactionen nebst den 
Silber- und Stickstoffbestimmungen, die friiher angefiihrt worden 
sind, mir zur Feststellung der Identitiit hinreichend erscheinen. 

Helsingfors, Physiologisch-Chemisches Institut, 
den 6. September IXQ8. 








Die Guanylsaure der Pancreasdriise und deren Spaltungsprodukte. 


Von 
Ivar Bang, Christiania. 
Aus dem physiologisch-chemischen Laboratortum zu Upsala 


(Der Redaktion zugegangen am 17. September 189s.) 


Aus den Arbeiten Miescher’s, Altmann’s, Kossel’s 
und Anderer geht hervor, dass sich aus dem Zellenkern eine 
Reihe organischer, phosphorhaltiger Verbindungen  herstellen 
liisst, welche sich sogar als ziemlich starke Siiuren charakteri- 
siren. Nach ihrem Ursprung vom Zellenkern nennt man_ sie 
Nucleinsiiuren. 

Die Nucleinsiiuren, welche im Organismus meistens im 
Verein mit Eiweiss als) ausserordentlich complicirte Verbin- 
dungen vorkommen, lassen sich auf der anderen Seite wiederum 
weiter in mehrere neue Substanzen spalten. Diese Spaltungs- 
produkte sind verschieden, je nachdem die zertheilende Ein- 
wirkung stirker oder schwiicher ist. Die Nucleinsiiuren sind 
daher sehr complicirte Verbindungen, gleichzeitig wie deren 
leichte Spaltbarkeit sie als sehr labile Verbindungen charak- 
terisiren. 

Diese ihre labile Natur hat in hohem Grade thre Unter- 
suchung erschwert. 

Von den Spaltungsprodukten der Nucleinsiuren kommen 
einzelne regelmiissig vor, wihrend andere dagegen bei einigen 
Nucleinsiiuren fehlen, bei anderen aber gefunden werden. 

Die Spaltungsprodukte, welche fiir alle Nucleinsiuren ge- 
ineinsam sind, sind vor allen Dingen der Phosphor, welcher 
<chliesslich als Phosphorsiiure abgespalten wird. Weiter werden 

















regelmiissig XNanthinbasen gefunden. Das dritte Spaltungs- 
produkt, welches man bisher immer gefunden hat, ist) das 
Thymin. Von diesen nehmen die Xanthinbasen eine Sonder- 
stellung ein. Aus Kossel s Untersuchungen geht hervor, dass 
man ber einzelnen Nucleinsiituren tiberwiegend einzelne Basen 
findet, wihrend andere oft hauptsichlich andere Xanthinbasen 
enthalten. Vor einiger Zeit) glaubte Kossel sogar eine Nu- 
cleinsiiure gefunden zu haben, welche ausschliesslich eine 
Base enthielt. niimlich Adenin: fortgesetzte Untersuchungen 
haben jedoch Kossel die Ueberzeugung verschafft, dass dies 
ein Irrthum gewesen. ist. 

Wenn daher das Verhiltniss der Xanthinbasen die Exi- 
stenz verschiedener Nucleinsiituren wahrscheinlich macht, findet 
dies seine bestimmitere Bestitigung dadurch, dass man mehrere 
Spaltungsprodukte in einzelnen) Nucleinsiiuren gefunden hat, 
nach welchen man vergebens in anderen gesucht hat. Ein 
solches Spaltungsprodukt ist Zucker.  Wahrend sich bei dei 
Spermanucleinsiiure tiberhaupt kein Zucker als Spaltungspro- 
dukt nachweisen [isst, findet man nach Kossel in_ Hefe- 
nucleinsiiure sowohl eine Hexose wie eine Pentose. Endlich 
kommt in der) Thymusnucleinsiiure eine Zuckergruppe vor. 
welche jedoch dergestalt) gebunden ist, dass sie nicht als 
Zucker abgespalten werden kann, sondern nur nach weiteret 
Spaltung als Liivulinsiiure nachgewiesen werden Kann. 

Schliesshch deutet die Art, auf welche man die Nuclein- 
siiuren im Organismus gebunden findet, auf dasselbe hin. Die 
Nucleinsiiuren findet man niimlich theils in ungepaartem = Zu- 
stande oder gebunden an Protamin (die Spermanucleinsiiure 
und theils in loser Verbindung mit) Eiweiss, wo man leicht 
die Nucleinsiiure isoliren) kann (die Thymusnucleinsiiure) und 
endlich nimmt man eme feste Verbindung zwischen der Nu- 
cleinsiiure und dem Eiweiss an (das Nucleoproteid) von Pan- 
creas). ber welcher es bisher nicht gelungen ist, die; Nuclein 
siiure zu dsoliren. 

Von diesem Nucleoproteid liisst sich indessen auch etn 
Nuclemnsiiture dureh Anwendung einer von der gewoéhnliche: 
efwas abweichenden Methode herstellen. 
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Mit Hilfe dieser neuen Methode ist es zuerst Professor 


Hammarsten gelungen, hieraus eine Nucleinsiiure herzustellen. 
Hie Untersuchung dieser neuen und besonders eigenthiimlichen 
Vucleinsiiture ist mir von Professor Hammarsten tiberlassen 
worden, woftir ich mir hiermit) erlaube, meinen ergebensten 
Dank auszusprechen. 

Um die Nucleinsiture von Pancreas herzustellen, kann 
inn entweder von Pancreas selbst ausgehen oder noch besser 
von dem Nucleoproteid. 

Das Princip der Herstellung ist, das Proteid resp. Pan- 
creas selbst im Wasserbad mit Alkali zu kochen.  Dadurch 
wird das Proteid so gespalten, dass, ausser anderen noch 
nicht untersuchten Produkten, Alkalialbuminat, Eisenoxvdhydrat 
und nucleinsaures Alkali gebildet werden. Die Fliissigkeit) wird 
neutralisirt und kochend heiss. filtrirt. Auf dem = Filter findet 
man das geronnene Alkalialbuminat und Eisenoxyvd. withrend 
das Filtrat hellgelb und klar ist. Wiahrend des Abkiihlens 
des Filtrates bemerkt man einen stets zunehmenden Nieder- 
<chlag, welcher nach und nach zu einem welssen  volumi- 
Hosen Bodensatz steigt. Dieser Bodensatz ist das nu- 
cleinsaure Alkali. Witrmt man die Fliissigkeit) auts Neue 
auf. so verschwindet der Bodensatz vollstiindig und kommt 
wieder durch Abkithlung zum Vorschein. Das nuclein- 
saure Alkali ist lereht auflOshlieh in der warmen 
Klissigkeit und scheidet sich in jedem Falle theil- 
welse wiederum durch Abkithlung aus. 

Auf dieselbe Art) verhiilt) sich das nucleinsaure Alkali 
vegentiber destillirtem Wasser. Diese Eigenschaft gibt uns ein 
Mittel in’ die Hiinde, um = die Nueleinsiture noch mehr zu 
reinigen. Der Bodensatz wird in destillirtem Wasser autge- 
<chliiimmt und zum Kochen erhitzt, worauf die Fliissigker 
kochend heiss filtrirt wird. Auf dem Filter bleibt aller Schmutz 
und man erhiilt ein klares. schwach gelb geliirbtes Filtrat, 
wortn sich das nucleinsaure Alkali nach dem Abktihlen remer 
und weisser als friiher ausscherdet. 

Wird das nucleinsaure Alkali noch eimal aut dieselbe 
Werse 


hehandelt. erhilt man ein vollkommen wasserklares 

















Filtrat, wortn sich die Nucleinsiiure durch Abkithlung vollstindis 
Welss ausscheidet, 

Da die Ausbeute an Nucleinsiiure mit jeder Reinigung 
aubnimimt, muss man entweder annehmen, dass die Nuclein- 
siiure zum Theil durch die Behandlung mit kochendem Wasse) 
zerstort wird oder auch muss das nucleinsaure Alkali theil- 
weise in kaltem Wasser loslich sein, obgleich viel wenige: 
als in warmem., 

Dass diese letzte Annahme richtig ist, wird dadurch be- 
Wiesen, dass mun eine neue Portion Nucleinsiiure erhalten 
kann. wenn man das Filtrat von dem ausgeschiedenen nuclein- 
sauren Alkali concentrirt. 

Das schhiesst jedoch auf der anderen Seite nicht) aus. 
dass das nuclemsaure Alkali zum Theil auch durch die Be- 
handling mit dem kochenden Wasser zerst6rt) sein’ kénnte. 
lin Gegentheil sollte man a priori dies erwarten, da Kosse! 
durch nur tO) Minuten langes Kochen im Wasserbade = seine 
Thymusnucleinsiiure spaltet. Specielle Versuche, welche aus- 
veftihrt wurden, um dies zu untersuchen, zeigten jedoch, das- 
sogar ein Kochen von 15 Minuten iiber freier Flamme_ nicht 
die geringste schiadliche Wirkung hatte. In Uebereinstimmung 
hiermit) konnte eine dhnhche AuflObsung von nucleinsaurem 
Alkilisalz stundenling in kochendem Wasserbade ohne Schaden 
stehen, und zwar ungeachtet dass die Fliissigkeit dabei stark 
elngedampft wurde. 

Aus Griinden, die spiter angefiihrt werden, benenne_ ict 
diese Nucleinsiiure Guany lsiure, 

Das Alkalisalz der Guanylsiiure, nach obengenanntem 
Princip hergestellt, gab nicht Millon’ s Reaction, dagegen eine 
allerdings schwache, jedoch deutliche Biuretreaction. 

lim zu entscheiden, wie well diese schwache Biuretreaction 
sich von Verunreimigung mit einem eiweilssartigen Korper her- 
schrieb oder von der Guanylsiiure selbst stammte, wurde die 
Giuanylsiiture aufs Neue mehrere Male mit kochendem Wasser 
etc. gereinigt, wodurch die Biuretreaction jedes Mal schwiichet 
wurde, bis sie endlich verschwand. Ging man von dem Ma- 
terial aus, das durch Abkiihlung der neutralisirten und filtrirten 
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urspriinglichen Aufl6sung ausgefallen war, so war man schon, 


nachdem man einige Male mit kochendem Wasser gereingt 
hatte. von der Biuretreaction betreit. 

Weiterhin verschwand die biuretreaction, wenn man nach 
mehrmaliger Reinigung durch Wasser das guanylsaure Alkali 
in Lauge loste und die freie Guanylsiiure durch Zusatz von 
einer Siure im Ueberschuss ausschied. 

Die Biuretreaction muss daher als Zeichen einer Verun- 
reinigung angesehen werden und schreibt sich nicht von der 
(uanvisiiure selbst her. 

Meine Methode zur Herstellung von Guanylsaure ist die 
folgende : 

Zu 12 gr. Nucleoproteid werden 400 ccm. 2° oige KOH- 
Lauge in einem Becherglas zugesetzt und 32 Stunde lang in 
einem kochenden Wasserbad hingesetzt, wonach die Fliissig- 
keit neutralisirt und kochendheiss durch einen Faltenfilter  fil- 
trirt wird. Das Filtrat bleibt bis zum = niichsten Tag = stehen. 
Der Bodensatz, der im Laute der Nacht entstanden ist, wird 
ubgetrennt und mit destillirtem Wasser in einem kleinen Becher- 
elas aufgeschliimmt. Darauf wird tiber freier Flamme bis zum 
Kochen erhitzt und kochendheiss filtrirt. Das Filtrat bleibt 
24 Stunden stehen. Der Bodensatz wird noch eimmal aul die- 
selbe Weise gereinigt und die Losung bleibt noch 24 Stunden 
~tehen. Der Bodensatz. welcher sich gebildet hat, wird in circa 
I’ viger KOH aufgel6st. Es wird filtrirt. Dem = Filtrat) wird 
unter Umriihren Essigsiiure von 5°. bis zu einem kleinen 
Leberschuss zugesetzt. Der Bodensatz. der aus der freien 
Guanvisiiure besteht, wird abfiltrirt und sorgfaltig mit) Alkoho! 
ausgewaschen. Nach weiterer Behandlung mit) Alkohol und 
Acther erhalt man die Guanylsiure als ein weisses, staubendes 
Pulver, welches nicht hygroskopisch. ist. 

Ks springt sofort in die Augen, dass man hier die freie 
Nucleinsiiure mit Essigsiiture ausscheidet und nicht mit Salz- 
siiure, welche sonst hierzu) benutzt wird. Im Gegensatz zu 
den tibrigen Nucleinsiiuren, welche stirkere Siuren als Essig- 
<iure sind, ist die Guanylsiiture eine ganz schwache Siaure, 
weshalb auch die Essigsiiure die freie Nucleinsiiure ausscheidet 








aus threr alkalischen Auth6sung. Salzsiture vermag allerding- 





diese Spaltung auch auszufiihren, aber der Gebrauch diese; 
Siure ist mit) ganz grossen Unannehmilichkeiten verbunder 
Die Guanvisiure ist: firs Erste leicht loslich in Salzsiiure, selbst 
wenn diese etwas verdiinnt ist. wihrend sie in 5° o1ger Essiv- 
siture schwerer aufl6slich ist als ino Wasser. Ferner wird dic 
(ruanvisiiure theilweise durch lingeres Stehen in’ salzsaure) 
Losung selbst ber gewohnlicher Temperatur zerst6rt, was. ich 
betreffs der Essigsiiure nicht beobachtet habe. Ber Benutzune 
von Essigsiture ist daher auch das Risico geringer 

Ausser durch Kochen des Proteids mit) Alkali kann die 
Gauanvisiiure auch durch Kochen des Panereas mit Alkali her- 
vestellt werden. Das fein zerschnittene Pancreas wird 3 Stun- 
den mit 2° oiger KOH gekocht. Das Filtrat muss etwas ein- 
vedampft werden. Das Priiparat. welches man erhalt, 1s! 
sehr unrein. 

Endlich ist es mir gelungen, Guanvlsiure herzustellen 
durch Kochen des Nucleoproteids allein mit) Wasser. Man 
kocht dasselbe jiber frerer Flamme ca. 2. Minuten und filtrirt 
Nach Abkithlung fallt) die Guanylsiiure theilweise aus. Die Aus- 
beute ist germger als beim Kochen mit) KOH. 

Die Guanylsiiture selbst hat dieselbe Eigenschaft wie ih 
Katlisalz: sie ist leicht l6shceh in warmem Wasser und scheidet 
sich bem Abkthlen theilweise wiederum aus. 

Ihre Loshehkeit in kaltem Wasser betriigt 0,5° 0. 

Die Guanvlsiiure hat in wiisseriger Losung eine schwach 
sure Reaction. Thre Alkalisalze reagiren neutral. 

Die Guanyvisiiture lost) sich ziemlich leicht in Alkali und 
Ammontak. Aus dieser AuflOsung scheidet sie sich durch Neutra- 
lisation resp. Ansiiuren mit emer Saure wiederum aus. In alkali- 
scher Auflosung wird sie auch durch Zusatz von Alkohol getallt. 

Ferner ist die Guanylsiure in Mineralsiuren leicht l6-- 
lich: selbst ine f°? oiger HEL wird. sie leicht gel6st. Dagegen 
wird sie schwer gelOst ino 5—10° oiger Essigsiture. In con- 
centrirter Essigsiiure wird sie jedoch mit Leichtigkeit gelost 
In emer Mineralsiture oder in) econeentrirter Essigsiture  aul- 
evelOst, wird die Guanvylsiiure durch Zusatz eimes Alkalis) aus- 








veschieden. Dagegen wird ‘sie in) salzsaurer AuflOsung von 
\lkohol nicht getallt. 

Die Guanylsiure bildet im = Wasser unldsliche Verbin- 
dungen mit den meisten schweren Metallen. 

Die Kupferverbindung erhilt man durch Zusatz einer 
A\ufldsung von CuSO, zu guanylsaurem Alkali. Diese Verbin- 
dung ist griin gefiirbt, unlOslich in warmem Wasser, unléslich 
in Ueberschuss von Cus0,. 

Das Silbersalz ist weiss, unloslich im kaltem und 
warmem Wasser. Es ensteht) durch Zusatz von Silbernitrat 
zu guanylsaurem Alkali. 

Das Zinksalz ist unloslich in kaltem und warmem Wasser, 
unloslich im Ueberschuss des Keagens. 

Das Bleisalz verhiilt sich wie das Zinksalz. 

Wird Eisenchlorid zu einer Autlbsung von guanylsaurem 
Alkali hinzugesetzt, erhilt man eme braungelbe Ausscheidung 
von guanvisaurem Eisen. Dies ist unloslich in der Wiirme, 
aber loslich im Ueberschuss des Fiillungsmittels. 

Mit He Cl, erhalt man das Hg-Salz, unloslich im Ueber- 
<chuss von HgCl,, loslich in Essigsiiure. Mit Hg NO.), erhiilt 
man eine Ausscheidung, unloslich im Ueberschuss von Hg NQO,),. 
Mit HgJ, JK allein, keine Ausscheidung. Ebensowenig mit) Zu- 
satz von Essigsiiture. Setzt man dagegen Alkohol hinzu, erhiilt 
man selbstverstandlich einen Niederschlag. Setzt man HEL und 
Alkohol hinzu, erhiilt man dagegen keine Ausscheidung. Hieraus 
veht hervor, dass man keine Beimengung dieser Nucleimsiiure 
riskirt, wenn man Glycogen aus Pancreas nach Briicke- 
Kiilz s Methode herstellt. 

Die Guanylsiiture scheidet sich in wiisseriger Losung nach 
dem Zusatz von Phosphorwolframsiiure in saurer Auflosung 
aus, ebenso wird sie von Gerbsiture und Pikrinsiiture gefallt. 

Die Guanylsiiure gibt nicht Millon’s Reaction. —Eben- 
<owenig gibt sie die Biuretreaction, weder in wiisseriger Aut- 
losung noch in Substanz. Dagegen gibt sie beim Kochen mit 
HNO, die Xanthoproteinreaction, welche nach Zusatz von NH, 
stiirker hervortritt. Mit Adamkiewicz s Reaction erhalt man 
braunrothe Farbe, welche bald in Schwarz tibergeht. 








Auf Grund der Schwerldslichkeit) der Guanylsiiure in 
Wasser ist es von geringerer Bedeutung, dass Ca- und Ba- 
Wasser keine Ausscheidung geben, falls sie einer wiisseriger 
Guanylsdureauflosung zugesetzt werden.  Ferrocvankalium und 
Kssigsiure geben ebenfalls keine Ausscheidung, wenn man. sie 
einer gleichen Aufl6sung zusetzt. 

Die Schwerlbslichkeit der Guanylsiiure im Wasser’ bring! 
es auch mit sich, dass thre Eiweiss fiillenden  Eigenschatten 
nicht genau studirt werden konnten. Eine wiisserige Guanyl- 
siurelOsung gab mit Serumeiweiss in essigsaurer LOsung keine 
Ausscheidung, wohl aber mit Hiihnereiweiss eine leichte Triibung. 

Die Guanylsiiure gibt mit CuSO, und Alkali eine blaue 
klare Fliissigkeit, die durch Kochen nicht reducirt wird. Mit 
emer ammoniakalischen Silbernitrataufl6sung erhilt man eine 
kKlare Fliissigkeit. Mit Ammoniak und Magnesiamixtur) erhiilt 
man keme Ausscheidung, 

Kbenso wie die Guanylsiiure fret von Eiweiss Ist, ist sie 
auch fret von einer Verunreinigung mit Zucker, Nanthinbasen 
oder Phosphorsiiure. 

Stellt man Guanylsiure aus dem Nucleoproteid nach der 
angefiihrten Methode dar, so erhill man nur eine. verhiiltniss- 
Inissig geringe Ausbeute — ca. 10°/o —, wenn schon — ich 
Grund habe, zu glauben, dass das Nucleoproteid sich in etwa 
gleiche Theile Eiweiss und Guanylsiiure spaltet. Die Ursache 
der geringen Ausbeute ist gewiss darin zu suchen, dass die 
Guanvisaure zum Theil beim Kochen mit Alkali zerstOrt) wird. 
Kocht man sodann die Nucleinsiiure weiter mit 2° olger KOH, 
so erhalt man em geléeartiges Produkt, welches noch = stick- 
stoffreicher als die Guanylsiiture ist. Diesen Koérper habe ich 
noch nicht untersucht. Ausserdem geht sicherlich ein Theil 
Guanylsiiure beim Reinigen verloren. | 

Die reine Guanvlsiure enthalt kein Fe: sie ist auch S- 
fret. Beim Verbrennen hinterliisst sie eine schwer verbrenn- 
hare WKohle. Sie ist beinahe aschefrei. Beim Schmelzen mit 
Kali und Salpeter erhilt) man eine reichliche Menge  Phos- 
phorsiture, 


Zur Analyse wurden 3 Priiparate Guanylsiiure hergestellt, 

























edes von ca. 5 gr. Die Methode war die obengenannte. 
Das mit Alkohol und Aether behandelte Priiparat wurde zu- 
erst an der Luft, spiter bei 95° zum constanten Gewicht 


ge- 
trocknet. Die Erhitzung auf 95° hatte keine zersetzende Wir- 
kung. Es wurden N-, P-, sowie C- und H-Bestimmungen 
ausgefiihrt. 

Die N-Analysen wurde nach Kjeldahl mit Wilfarth’s 
Modification vorgenommen. 


Priparat Nr. I. 


1) Abgewogen 0,1396 gr. Substanz H,SO,. 


verbraucht 14.10 cem. = 18,18°o N. 
2) Abgewogen 0.1206 gr. Substanz H,S0O,, 
verbraucht 12.25 ccm. = 18,28" H. 
1 cem. H,SO, = 1,8 mer. N. 


Priparat Nr. Il. 
Kine N-Bestimmung ergab einen Gehalt von 18,20° 0 N. 
Die Notizen iiber die Menge abgewogener Substanz und 
verbrauchter H,SO, sind leider verloren gegangen. 
Priiparat Nr. Il. 


1) Abgewogen 01370 gr. Substanz H,SO,, 


verbraucht 17.93 cem. — 18.320 N. 
2) Abgewogen 0,2110 gr. Substanz H,SO,. 
verbraucht 27.27 cem. = 18,099 N. 


Die benutzte Séure war '/10 normal. 

Die P-Analvsen wurden ausgefiihrt durch Schmelzen 
der Substanz mit der zehnfachen Menge Kali und darauf etwas 
Salpeter. Nach beendigter Schmelzung wurde mit Wasser aus- 
vezogen und mit HC] iibersiittigt. Darauf wurde im Wasserbad 
his zur Trockenheit eingedampft und sodann die Salzsiiure bet 
150° C. verjagt. Der Rest wurde mit destillirtem Wasser aus- 
sezogen, filtrirt, ausgewaschen etc. Das Filtrat wurde zuerst 
mit Molybdiinfliissigkeit in der gebréauchlichen Weise ausgefiillt, 
Dieser Bodensatz wurde, nachdem er 24 Stunden bet ea. 
‘O° €. gestanden hatte und mit Molybdiinfliissigkeit ausge- 
waschen war. in Ammoniak gelOst und filtrirt. Das Filtrat wurde 
























mit Magnesiamixtur gefillt, und der Phosphor als pvrophos- 
phorsaures Magnesium bestimmt. 


Priparat Nr. - 
Abgewogen 0.3800 gr. Substanz. Pyrophosphat = 0,0890 gr. P = 7.53 
Priaparat Nr. I 
1, Abgewogen 0,2208 gr. Substanz. Pyrophosphat — 0,6620 gr. P = 7 
2, Abgewogen 0.2398 gr. Substanz. Pyrophosphat = 0.0656 gr. P = 7.48 
Priaparat Nr. Tl. 
Abyewogen 0.2448 gr. Substanz. Pyrophosphat = ©,0660 gr. P = 7,53 
Die C- und H-Analysen. Die Substanz gemischt mit 
Bleichromat im Platinaschiffchen wurde ino offener ROhre mit 
Kupferoxvd und blanker Kupferspirale, sowie durchgeleitetem 
Q-Gias verbrannt. 
Priparat Nr. I. 
Abvewogen 0.2126 gr. Substanz. CO, = 0.2680 gr. = 34,28°/o C (HO 


0,0731 gr. H = 3,820}. 


Priiparat Nr. IL. 


1) Abgewogen 0.2327 gr. Substanz. Cl ), = 0,2928 gr. C = BA Bh! HL 
0.0994 gr. H = 4,72° 0. 
2; Abgewogen 0,2360 gr. Substanz. CO, = 0.2996 gr. CG = 34,619 0. H,0 


O.098S6 er. H = 4.62" «. 


Priiparat Nr. UL 


1 Abgewogen 0.3514 gr. Substanz. CO, = 0.4378 gr. C = 33,98°)0. HO 
0.1320 er. H = 4,18°. 
2 Abgewogen 0.2692 gr. Substanz. CO, 0.3326 gr. © = 33,709). HO 


- 0.1114 gr. H = 4$,599/o. 
Zur besseren Uebersicht stelle ich diese Zahlen hier zu- 
summen: 
c H N r 
Priparat Nr. [. 34,28 3,82 [S.18 7.95 


a wii 18.28 - 


Praiparat Nr. dl 34,54 1.72 18.10 7.54 
34.61 4.62 —- 7.13 

Praparat Nr. TE. 33.98 t,1s 18.52 109 
\) ee) 18.09 _ 


18,21 °/o 


Durehsehnitt: 








Von den angetiihrten Analysen stimmen die N-Analysen 
hinreichend tberein: ebenso darf man die P-Analysen als) zu- 
Hriedenstellend ansehen. Dagegen sind die Differenzen in den 
C- und H-Analvysen grésser, als wiinschenswerth ist. Diese 
fordern In hohem Grade zu fortgesetzten Analysen mit) neuen 
Priiparaten auf, um endlich die Zusammensetzung der Guanyl- 
siure festlegen zu konnen. 

Dahingegen habe ich es als tibertliissig angesehen, weitere 
Analysen uber dieselben Praparate anzustellen, da die Doppel- 
aunalvsen zeigen, dass die Uniibereinstimmungen nicht wohl 
von Fehlern bei Ausfiihrung der Analyse herriihren. Hiervon 
dart jedoch die H-Analvse in’ Priaparat Nr. TP ausgenommen 
werden, die aller Wahrscheinlichkeit nach mit) einem Analysen- 
fehler behaftet ist. Mein Material war leider zu gering, als 
dass ich mehrere Analysen dieses Priiparates hatte ausfiihren 
konnen, 

Kbenso wie die Guanylsiure nach ihren Aufl6sungs- und 
Ausscheidungsverhiiltnissen, ihrem W iderstand gegeniiber kochen- 
dem Wasser ete. sehr ungleich den tibrigen Nucleinsiiuren ist. 
<o Ist auch ihre elementare Zusammensetzung von diesen selir 
abweichend. 

Von speciellem Interesse sind der Stickstoff und der Phos- 
phor. Wiihrend man sonst gewohnlich einen Stickstoffgehalt 
von ungeféhr 13—15,8° 0 findet, enthilt diese Nucleinsiure 
liber TS8°o N. Auf der anderen Seite enthalten die tibrigen 
Nucleinsiuren ca. 10° o Phosphor, wiihrend diese Nuclein- 
siure nicht voll 8° o P enthélt. Diese grosse Abweichung hat. 
wie Wir spater sehen werden, ihre Wurzel in der Grundver- 
~chiedenheit, welche im Bau dieser und der tibrigen Nuclein- 
siuren herrscht. 

Wie bekannt, steht in den tbrigen Nucleinsiiuren die An- 
zahl der P-Atome in einem bestimmten Verhiltniss zur Anzahl 
der N-Atome, namlich P: N,. 
charakteristisch angesehen worden fiir die Nucleinsiituren iber- 


Dieses Verhiiltniss ist als 


haupt: aber in der Guanylsiure ist das Verhiltniss, wie wir 
nald sehen werden, ein anderes, niimlich P: N.. 
Da ich keine Salze von Guanylsiiure analvsirt habe, kann 





ich noch keine rationelle Formel fiir diese aufstellen. Inzwischen 


habe ich versucht, eine empirische Formel aufzustellen,  oline 
dass ich dieselbe fiir mehr als eine vorliufige Formel ansehe. 
Geht man aus von der Formel: C,H, .N,)P,0,,, hat sie folgende 
Zusammensetzung. (Zur Vergleichung setze ich den Dureh- 
schnitt. der fiir die Guanylsiiure gefundenen Zahlen daneben, 


Berechnet fiir Gefunden fiir die 

Ceti cat os Guanylsiiure Differenz 
(; 34,19 34.17 — 0.02 
H tH) 4.39 nn OOF 
N 8.13 18.21 —— 0,08 
‘ 8.03 7.67 — (0.36 
() 35.22 Bd.O0 


Ausser der Formel C,,H,,N,)P,0,, kann die Guanylsiiure 
auch die Formel mit 1 Atom O weniger oder mehr haben: 
2 (C,,H,,N.PO,) und 2 (C,H, N.PO,). 


Berechnet fiir C,,H,.N.PO, Berechnet fiir C,,H,.N.PO, 
(' eats) 5.0) 
H ES tl 
N [8.42 ii,ea 
4 8.20 7,87 
() —— 


Nach dem Angettthrten stimmen meine analytischen Werthe 
PA aay 
mit Bestimmtheit die Mobelichkeit) ausschliessen modchte, dass 


am besten mit der Formel CyyH,.N 


Ase ohne dass ich jedoch 


eine der anderen 2 Formeln die richtige sein kénnte. Wie 
dies sich nun auch verhalten moge, jindert dies doch nicht die 
Relation zwischen dem Phosphor und dem Stickstoff, was 
unbedingt als von grésster Bedeutung angesehen werden muss. 
speciell mit’ Riicksicht auf die Constitution der Guanylsiiure. 

Alle 3) Formeln zeigen niimlich, dass das Verhiiltniss 
zwischen P und N = 1:9 im Gegensatz zu dem gewodhn- 
lichen 1:3 ist. Hiernach kann man. nicht linger das 
Verhiiltniss P: N = 1:3 als charakteristisch fiir die 
Nucleinsiuren im Allgemeinen ansehen. : 

Wir haben hier folglich eme = organische phosphorhaltige 
Siiure vor uns, welche nach thren chemischen Reactionen und 


weiter nach threr Zusammensetzung stark abweicht von dem. 














was man sonst Nucleinsiture benennt. Dass meine Siture nichts- 
destoweniger eine iichte Nucleinsiiure ist, beweisen ihre 


spaltungsprodukte. 


Die Spaltungsprodukte der Guanylsaure. 

Kocht man die Guanylsiiure eine Zeit lang im Wasser- 
had mit einer Mineralsiiure, z. B. 2° oiger HCI] oder 5° oiger 
H,SO,, vollzieht sich eine Spaltung derselben, wodurch mehrere 
neue Substanzen entstehen. 

Wenn man sodann nach dem Kochen mit der Mineralsiiure 
die Fliissigkeit alkalisch macht und CuSO, hinzusetzt, erhiilt 
nan beim Erhitzen eine verhiiltnissmiissig starke Reduction. 

Wenn man dagegen an ihrer Stelle allein NH, zur alka- 
lischen Reaction hinzusetzt, erhalt man nach Abkiihlung einen 
starken bodensatz, der aus Guanin besteht. Das Filtrat der 
NH,-Fiillung gibt eine weitere Ausscheidung mit AgNO,, welche 
Ausscheidung die Reste der Basen. enthiilt. 

Wenn man nach dem Kochen mit Mineralsiiure die Fliissig- 
keit abkiihlt und Kalkmilch bis zur alkalischen Reaction hin- 
zusetzt, kann man NH,-Entwicklung beobachten. 

Endlich gibt eine Aufl6sung von Guanylsiiture nach Kochen 
mit Mineralsiiure einen Bodensatz mit Magnesiamixtur und 
NH,. Dieser Bodensatz besteht aus phosphorsaurer Am- 
mnoniakmagnesia. 

Durch Kochen mit einer Mineralsiiure wird also die Guanyl- 
siure gespalten in: 1) eine reducirende Substanz, 2) Nanthin- 
basen, 3) Ammoniak und +) Phosphorsiiure. Médglicher Weise 
entstehen in geringen Mengen mehrere noch unbekannte Sub- 
-tanzen. 


1) Die reducirende Substanz. 


Wie bekannt, hat Hammarsten durch Kochen vom Nucleo- 
proteid aus Pancreas mit einer Mineralsiiure eine reducirende 
Substanz erhalten, welche nach ihren Reactionen aller Wahr- 
~cheinlichkeit nach zu der Pentosen-Gruppe gehérte: sie redu- 
cirte Kupferoxyd, giithrte aber nicht: sie gab Tollens’ Reaction 
init Phloroglucin und Salzsiiure und endlich erhielt man durch 


Hoppe-Seyler's Zewschrift f, 
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Kochen mit Phenyvlhyvdrazin ein Osazon, dessen Schmelzpunkt 
ber 159° C. lag, 

Da jedoch die Glycuronsiiure auch Tollens’ Pentose- 
reaction gibt und auf der anderen Seite nicht githrungsfiihie 
ist, aber doch Kupferoxyvd reducirt, sah Hammarsten es nich 
fiir ganz ausgeschlossen an, dass es Glycuronsiiure wiire, welche 
vorlag. Das Osazon der Glycuronsiiure ist niimlich kein sichere 
Anhaltspunkt, da sein Schmelzpunkt) ziemlich verschieden = an- 
gegeben wird. Spiiter hat Salkowski durch Elementaranalyse 
des OQsazons seinen Charakter als Pentosazon dargelegt. 

Wie zu erwarten war, zeigte die aus Guanylsiiure her- 
gestellte reducirende Substanz sich identisch mit) Hammar- 
sten’s Pentose. Der Zucker reducirte Kupferoxvd auf dieselbe 

zogernde» Weise, worauf Salkowski beziiglich des Proteid- 

gzuckers aufmerksam gemacht hat. Er war nicht giihrunegs- 
fiihig. Dagegen gibt er ebenso, wie tibrigens die Guanylsiiture 
selbst, Tollens  Pentosereaction. Endlich erhilt man durch 
Kochen mit} Phenylhydrazin ein Osazon, dessen Schmelzpunkt 
zwischen 1al°—-154" C. liegt. Das Osazon krystallisirt leicht 
in femen Nadeln, welche sich zu Rosetten) zusammenhiingen. 

Alle Versuche, den Zucker krystallisirt zu erhalten, miss- 
eliickten. Dagegen habe ich das Verhalten des Zuckers im 
polarisirten Lichte untersucht. 

Kin Theil der Guanylsiure wurde mit 5°/o0 HJSO, 38 Stun- 
den lang im Wasserbade gekocht. Darauf wurde mit PbCO, 
neutralisirt und das Filtrat mit) ammoniakalischem Bleiessie 
ausgeschieden, Die Ausscheidung wurde ausgewaschen und mii 
HS in wiisseriger AuflOsung zerlegt. Das wasserklare Filtra! 
wurde hierauf polarimetrisch untersucht, wonach der Gehali 
der Losung an Zucker durch Titrirung mit Fehling scher Lé6sung 
bestimmt wurde. Die AuflOsung drehte die Polarisationsebene 
nach rechts, aber so schwach, dass der Drehungsgrad nich! 
bestimmt werden konnte. Der Zuckergehalt der Losung ent- 
sprach O38° 0 Traubenzucker., 

Nach der Polarisation zu urtheilen, k6énnte die in Red 
stehende Zuckerart sowohl eine Pentose als auch ebenso gui 


Glycuronsiiure sein, 











Gegen den Versuch konnte eingewendet werden, dass die 
Autl6sung méglicher Weise andere Substanzen enthielt. welche 
das Licht polarisiren. Nach dem Schmelzpunkt des Osazon's 
zu urtheilen, kann dies jedoch kaum eine Zuckerart: sein. 

Die Untersuchung der reducirenden Substanz hat also 
das Resultat ergeben, dass die Guanylsiiure eine Pentose ent- 
hilt. Welches die Pentose ist, ist dagegen nicht gelungen, 
festzustellen. 

Aber wenn diese Frage noch offen steht, ist) es auch 
unmodglich, mit Bestimmtheit festzustellen, wie gross der Bruch- 
theil der Guanylsiiure ist, welcher als Pentose abgespalten wird. 
bel meinen quantitativen Versuchen, wo ich die Zuckermenge 
durch Titrirung mit Fehlings’ scher LOsung bestimmt habe, habe 
ih daher nur die der Reduction entsprechende Trauben- 
zuckermenge angegeben. 

Bei der Ausftihrung dieser quantitativen Versuche ergab 
sich jedoch sofort die Schwierigkeit, dass der Zucker selbst 
in neutraler Aufl6sung leicht zerst6rt wird, selbst) durch die 
veringste Concentration der AuflOsung, indem die Fliissigkeit 
braun gefiirbt wird. Diesem Uebelstand habe ich dadurch 
vorgebeugt, dass ich stets die Guanylsiurel6sung in’ der ur- 
<priinglichen Concentration zum Versuch benutzte. 

Zum Andern ist die Zeitdauer, welche die Mineralsiiure 
auf die Guanylsiiure resp. die Zuckerlosung einwirkt, von 
Bedeutung. Und drittens ist die Wahl der Mineralsiture ein 
Moment, welches in Betracht gezogen werden muss. 

Um diese Verhiiltnisse klar zu stellen, wurden folgende 
Versuche angestellt: O1478 gr. Guanylsiiure (Priparat Nr. 1) 
wurden in p)O cem. 2° oiger HCL aufgel6st und auf 5 Reagensegliser 
vertheilt, also fiir jedes Glas 10 cem., worauf diese ino ein 
kochendes Wasserbad gestellf wurden, wo sie verschieden 
lange Zeit stehen blieben. Dass das Volumen der Fliissigkeit 
die ganze Zeit dasselbe war, wurde sorgfiiltig im Auge behalten. 
Nach Beendigung des Kochens wurde die Fliissigkeit) sorgsam 
neutralisirt und nach dem Abkiihlen sodann. filtrirt. Das Filtrat -- 
Waschwasser wurde zur Titrirprobe mit Fehling scher Losung 
verwandt. Hierfiir wurde eine Fehling sche Losung benutzt. 
li* 
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welche bis zur halben Stiirke verdiinnt war. Davon wurden 
2 com. zu jeder Titrirung gebraucht. Der Versuch bezweckte 
nur, die relative Reductionsfiihigkeit der verschiedenen Proben 
zu untersuchen, ohne Riicksicht auf die absolute Zuckermenge. 


Nr. I. 

Herausgenommen nach halbstiindigem Stehen im Wasser- 
bade. Reducirt, enthélt aber auch nicht zerstorte Guanylsiiure, 
weshalb keine quantitative Bestimmung ausgefiihrt wurde. 

Nr. II. 


Herausgenommen nach 1 Stunde. Die Reduction entsprach 
7.0 mgr. Traubenzucker. Die Fliissigkeit sieht noch so aus, 
als ob sie nicht zerstérte Guanylsiiure enthiilt. 


Nr. Ill. 
Hat 112 Stunde gestanden. Die Reduction entsprach 
8.3 mgr. Traubenzucker. 


Nr. IV. 
stand 2 Stunden lang im Wasserbade. Die Reduction 
entsprach 9,4 mgr. Traubenzucker = 31,76°/o. 
Nr. V. 


Hat 3 Stunden im Wasserbade gestanden. Wihrend die 
vorhergehenden Proben farblos waren, ist diese Probe schwach 
gelb gefiirbt. Die Reduction entspricht 8,46 mgr. Trauben- 
zucker —= 28,58°/o. 

Der Versuch zeigt, dass man die grésste Ausbeute erhiilt, 
wenn man die Salzsiiure 2 Stunden lang einwirken liisst. Da 
man durch Fortsetzung des Kochens eine geringere Ausbeute an 
Zucker erhiilt, muss man wohl annehmen, dass Hand in Hand 
mit der Bildung von Zucker zugleich eine ZerstOrung von 
Zucker in der Fliissigkeit vor sich geht. Was man = daher 
selbst im = giinstigsten Falle erhalt, kann wohl kaum als. ein 
wahrer Ausdruck fiir die in der Guanylsiiure existirende Zucker- 
menge angesehen werden. 

Kin anderer Versuch zeigt, wie die Guanylsiiure sich 
beim Auflésen mit 5° oiger HjSO, verhiilt. 
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ks wurden O,1940 gr. Nucleinsiiure (Priijp. Nr. 1) abge- 


rO 


wogen, In dO com. 5° oiger H,SO, aufgelbst und zu gleichen 
Thelen auf 5 Reagensgliiser vertheilt, welche in ein Wasserbad 
eesetzt wurden. 

Withrend die giinstigste Einwirkungszeit durch Salzsiiure 
2? Stunden war, erhielt man hier erst nach 2} 2stiindiger Er- 
hitzung im Wasserbade eine Reduction, die 29,2°)0 Trauben- 
zucker entsprach (11,3 mgr. gefunden). Setzte man die Ein- 
wirkung bis 4—) Stunden fort, so sank die Zuckermenge 
rapid. (Nach 51/2 Stunden war sie nur 3,6 mg.) Fortgesetzte 
Versuche mit 5°/oiger H,SO, zeigten, dass man die beste Aus- 
heute beim Kochen von 3 Stunden erhielt.%) 

Ich konnte nun zur Bestimmung der absoluten Zucker- 
menge In der Guanylsiure tibergehen. 

Von Priiparat Nr. IE wurden 0,1438 gr. Substanz abge- 
wogen, aufgel6st in 50 com. 5° oiger H,SO, und 3 Stunden lang 
im Wasserbad hingestellt. Nach beendigtem Kochen und Ab- 
kiihlung wurde die Fliissigkeit sorgfiltig mit Alkali neutralisirt 
und darauf, nachdem sie eine Zeit lang gestanden hatte, filtrirt. 


Das Filtrat -+ Waschwasser machte 73 com. aus. 

Beider Titrirung mit Fehling scher L6sung mussten 60 cei. 
Filtrat angewendet werden, um & cem. von einer Fehling schen 
Losung zu reduciren, wovon 10 cem. 45 gr. Traubenzucker 
entsprachen : 

60 cem. = 8 cem. Fehling., 73 cem. 9.73 ccm. = 
t3.8 mgr. Traubenzucker. 
O.1438 gr. Nucleinsiiture — 0.0438 gr. Traubenzucker == 30.46° 


Von Priiparat Nr. UL wurden 0,2170 gr. abgewogen, 
welche gleichfalls mit 5° oiger H,SO, gekocht und im Uebrigen 
wie beim vorhergehenden Versuch behandelt wurden. Filtrat —- 
Waschwasser — 65 ccm. 36 ccom. reducirten & Cem. Feh- 


ling scher Loésung. 


') Die Einwirkungszeit fiir eine Mineralsiure kann sich jedoch 
viellercht anders gestalten, wenn man andere Mengen Guanylsiiure 
inwendet. Die gefundenen Resultate gelten daher streng genommen nu: 
unter den vorhanden gewesenen Verhiiltnissen. 
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36 cem. = & ccm. Fehling, 65 ccm. = 14.44 
0.0650 gr. Traubenzucker. 
(2170 gr. Nucleinsiiure =< 0.0650 er. Traubenzucker 29.92°'y 

Wegen der grossen Verdiinnungen der AuflOsungen konney 
die gefundenen Zahlen nur als ungefiihre angesehen werden. 
aber hilt man die geringen Differenzen in den gefundenen 
Werthen mit der Thatsache zusammen, dass wahrscheinlich 
ein Theil des Zuckers beim Kochen vernichtet wird, so wird 
man die verglichene Menge Zucker nicht zu) hoch berechnen. 
wenn man sie in runder Zahl zu 30°/0 setzt. 


2) Die Nanthinbasen. 


Im Gegensatz zu den Pseudonucleinsiiuren zeichnen. sich 
die echten Nucleinsiiuren dadurch aus, dass sie Xanthinbasen 
enthalten, welche sich abspalten lassen) durch WKochen der 
Nucleinsiituren mit einer Mineralsiiure. In einzelnen Fiillen ist 
sogar das Kochen mit Wasser allein hinreichend gewesen, die 
Abspaltung zu veranlassen. 

Die Guanylsiiure von Pancreas documentirt sich als eine 
aichte Nucleinsiture dadurch, dass sie auch Nanthinbasen enthiilt. 

Um indessen diese sichtbar zu erhalten, ist es nothwendig. 
die Guanylsiiture mit einer Mineralsiiure zu kochen. 

Kocht man die Guanylsiiture mit einer solchen Mineral- 
siiure und setzt man dann, nachdem man einige Zeit) gekocht 
hat, NH, bis zur alkalischen Reaction hinzu, tritt sehr schnell ein 
reichlicher schmutziger weisser Bodensatz in der Fliissigkeit ein. 

Der Bodensatz gibt die Murexidreaction mit der fii 
Guanin charakteristischen blau-violetten Farbe. Er. wird leicht 
von Alkalien gelOst, wird ebenfalls von Siuren gelOst und 
bildet) mit) Salzsiiure und Schwefelsiiure  krystallinische Ver- 
bindungen. Der Bodensatz ist iiusserst wenig in Wasser lOslich. 
er ist desgleichen schwer in NH, loslich. In NH, gelost, gibt 
er mit Silbernitrat einen voluminésen weissen Bodensatz. 

Kin Theil des Bodensatzes wurde in Schwefelsiiure gelo-s! 
und aus dieser Losung mit NH, ausgeschieden, Daraut wurde 
er mit destillirtem Wasser ausgewaschen bis zum Verschwinden 
der alkalischen Reaction und endlich bis zum = constanten Ge- 











wicht getrocknet. Von diesem Praparat’ wurden N-Analysen 
nach Kyeldahl ausgetiihrt. 


Abgewogen 0.0598 gr. Substanz. Verbrauchte Titrirsiiure 


15.22 com. 27,4) mgr. N 45,82°'o N. 
1 ccm. Titrirsiiure == 1,8 mgr. N. 
erechinet ftir Gefunden Differenz 
CoH .N.O 
N 46.35 9/0 t),82”" 5 OWD8° 4 


Der Bodensatz enthiilt also Guanin, was mit Ham- 
marstens Fund von Guanin im Nucleoproteid &bereinstimime, 

Die niichste Frage bleibt nun, wie weit das Guanin die 
einzigste Base in der Guanylsiiure ist, oder ob sich auch noch 
andere Basen finden. 

Wie bekannt, sind die Nanthinbasen mit) Ausnahme von 
Gauanin leicht lOslich in NH..  Enthalt daher die Nucleinsiiure 
andere Basen als Guanin, so miissen diese im Filtrat der NH,- 
Fiillung gefunden werden. Findet man auch Adenin, kann 
diese Base auch in der Fiillung zusammen mit Guanine. vor- 
kommen, aber in solchem Falle muss das Filtrat der NU,- 
Fillung auch mit Adenin gesiittigt sein. 

Die erste Untersuchung des Filtrats der NH,-Fiillung 
zeigte indessen, dass dieses nur eine ganz unbedeutende 
Menge Basen enthielt. Hieraus kann mit Wahrscheinlichkeil 
veschlossen werden, dass die NH,-Fiillung frei von Adenin 
ist und nur Guanin enthiilt. 

Um dies noch sicherer festzustellen und um. gleichzeitig 
eventuelle Basen im Filtrat) der NH,-Ausscheidung zu unter- 
suchen, wurde eine gréssere Portion Guanylsiiure mit 5° oiger 
HLSO, zerkocht. Durch Zusatz von NH, erhiell’ man 0,63) gr 
bodensatz, berechnet als Trockensubstanz. Dem Filtrat) wurde 
AgNO, zugesetzt, wodurch eine spiirliche Ausscheidung 
entstand, Diese Ausscheidung, welche also die iibrigen Nanthin- 
basen enthalten wiirde, ausser dem Rest) Guanin, welcher 
etwa durch NH, in Loésung gehalten wird, wurde mit  eier 
veringen Menge HCI zersetzt. Das Filtrat von Ag Cl wurde 
mit NH, tibersittigt, wodurch aufs Neue ein Bodensatz entstand., 
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Der Bodensatz wurde durch Centrifuge von der Fliissigkeit 


vetrennt. Der Bodensatz gibt Guaninreaction. Das Filtrat 
davon wurde aufs Neue mit Silbernitrat ausgeschieden, wodurch; 
man eine sehr unbedeutende Ausscheidung erhielt, und sodann 
mit einigen Tropfen HCL zersetzt. Durch Zusatz von NH, zum 
Filtrat hiervon erhielt man aufs Neue eine Ausscheidune. 
welche Guaninreaction gab. 

Aus diesem Versuche geht hervor, dass das Filtrat) der 
NH.-Ausscheidung auch Guanin enthilt. Wenn man zugleich 
andere Nanthinbasen findet, ist dies nur in so geringen Mengen 
der Fall, dass man sie nicht zu beriicksichtigen braucht. 

Der naichste Versuch spricht indessen eine noch deutlichere 
Sprache, 

Kine Portion Guanylsiiture (Priiparat Nr. Tl) wurde drei 
Stunden lang gekocht mit 80 com, 5° oiger H,SO, und daraut 
mit NH, gefillt. Der Bodensatz wurde ausgewaschen und zum 
constanten Gewicht getrocknet. Dies ergab 0.2996 er. Das 
Filtrat wurde mit AgNO, geféillt. Die Silberausscheidung wurde 
vetrocknet und gewogen. Sie ergab 0,0312 gr... was 0,012 er. 
Guanin entspricht. Im Filtrat wurden also 0,015° 0 Guanin 
oder dieselbe Menge gefunden, wie nach Wulff in der 
Losung von ca, 2—3% 0 NH, gehalten wird. Die Silber- 
ausscheidung wurde darauf mit HCl zerlegt, dem HNO, zu- 
gesetzt war. Das Filtrat hiervon wurde mit NH, neutralisirt 
und concentrirt. Darauf wurde NH, im Ueberschuss zugesetzt. 
wodurch eime Ausscheidune entstand, welche Guaninreaction 
(Murexidreaction) gab. 

Aus diesen Versuchen geht) hervor, dass Guanin die 
einzige Base ist, die in der Guanylsiiure gefunden 
wird, und hiermit ist zum ersten Male eine Nuclein- 
siiure hergestellt, welche nur eine Xanthinbase enthalt. 
Indem ich die von Kossel vorgeschlagene Nomenclatur wieder- 
aufnehme, schlage ich vor, diese Nucleinsiiure zu benennen: 
Gruanvisiiure. Hiermit will ich jedoch nicht das Geringste 
hinsichtlich der Existenz oder Nicht-Existenz einer Nanthylsaure, 
Sarkylsiture ete. ausgesprochen haben. 

Dass die Guanylsiiure nur Guanin enthalt, ist iibrigens nicht 
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gar sO merkwirdig, wenn man hiermit Hammarsten’s Unter- 
suchungen des Nucleoproteids von Pancreas auf Nanthinbasen 
zusammenhalt. Hammarsten fand niimlich, dass das Nucleo- 
proteid hauptsichlich Guanin enthielt. Die iibrigen Basen 
fanden sich nur in so geringer Menge, dass man Grund _ hatte, 


sie als Verunreinigung anzunehmen. Wie bekannt, unterliess 
cs Hammarsten, diese Consequenzen aus seinem Funde zu 
ziechen. Hammarsten vermuthete daher vom ersten Augen- 
blick an, dass diese Nucleinsiiure nur Guanin enthalten sollte, 
welche Vermuthung sich also als richtig erwiesen hat. 

Von quantitativen Untersuchungen iiber die Menge der 
Xanthinbasen in den tbrigen Nucleinsiiuren liegen sehr spar- 
sume Mittheilungen vor. Kossel gibt an, dass 2/3 des Stick- 
stoffes der Nucleinsiiture in Form von Xanthinbasen gefunden 
werden. Meine quantitativen Untersuchungen der Menge an 
Guanin in Guanylsiiure haben mich beziiglich dieser Siiure zu 
etwas abweichenden Resultaten gefiihrt. Von Priiparat Nr. Il 
wurden O,8620 gr. Substanz abgewogen, 3 Stunden lang mit 
»° olger H,SO, gekocht und darauf NH, in geringem Ueberschuss 
zugesetzt. Der Bodensatz wurde ausgewaschen bis zum Ver- 
schwinden der alkalischen Reaction und ber 105° CC. zum 
konstanten Gewicht getrocknet. Es machte O,2996 er. aus. 
Hiervon wurden 0.1032 gr. zur N-Bestimmung nach Kjeldahl 
abgewogen. Dies enthielt 45,35 mer. N. 

Geht man von dem gefundenen Stickstoff aus, enthiell 
der Bodensatz O.2841 gr. Guanin. 

Das Filtrat der NH,-Ausscheidung wurde mit AgNO, aus- 
eeschieden. Spiirliche Ausscheidung, welche 0,0312 > gr. aus- 
tnachte, was 0,012 gr. Guanin entspricht. 

Im Ganzen ist also als Guanin gefunden 0.2841 gr. + 
0.012 gr, zusammen 0.2961 gr., oder, wenn man von der 
Gewichtsanalyse ausgeht, 0.2996 gr. + 0,012. gr., zusammen 
0.3116 gr. Guanin. 

Die Guanylsiiure enthiilt also 34,85° 0 Guanin, oder wenn 
man von der Gewichtsanalyse ausgeht, 36,15° 0 Guanin. 

Von Priiparat Nr. HI wurden 0.2170 gr. Guanylsiure ab- 
sewogen, 3 Stunden lang mit 5° oiger HSO, gekocht und dar- 
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auf sorgliltig mit Alkali neutralisirt. Nachdem sie einige Ze) 


vestanden hatte, wurde filtrirt, der Bodensatz wurde ausge- 
waschen bis zum Verschwinden der H,SO,-Reaction, bis) zum 
constanten Gewicht getrocknet und gewogen. Es ergab 0,076 gr 
= 39,02? 0 Guanin. Die Fliissigkeit war nach dem Kocher 
mit H,SO, farblos, wasserklar. Die Guaninausscheidung wai 
rein gelb-welss. 

Die Gewichtsanalyse ergibt also dasselbe Resultat, ob man 
das Guanin mit NH, ausscheidet und hierzu den Rest Guanin, 
welcher im Filtrat gefunden wird, hinzurechnet, oder ob man 
das Guanin ausscheidet, indem man die AuflOsung neutralisirt, 
In beiden Fallen erhiilt man als Resultat, dass die Guanylsiiure 
ooo Guanine enthiilt. 

Kndlich will ich noch anfiihren, dass ich versucht habe, 
Ins Reine damit zu kommen, wie weit das hier vorkommende 
Guanin das gewohnliche Guanin ist oder ein Isoguanin. Wie 
bekannt, hat Fischer die Nanthinbasen auf synthetischem 
Wege hergestellt. Gleichzeitig hiermit hat er auch mehrere newe 
Isomere Basen dargestellt. Demgemiiss hat Fischer auch zwei 
neue lsoguanine hergestellt. Ueber eines von diesen, 6 - amido - 
2 - oxvpurin, welche von Adenin hergeleitet wird, sprich! 
sich Fischer aus, dass sie moglicher Weise im Organismus 
vorkommen kann. Leider sind meine Versuche hieritiber nicht 
durchaus beweisend: es geht aus ihmen hervor, dass das_ Iso- 
guanin, jedenfalls nach den qualitativen Versuchen) zu urtheilen, 
nicht mit Bestimmtheit ausgeschlossen werden kann. 

lm Vorhergehenden haben wir gesehen, dass Guanin= dic 
einzige Base war, welche die Guanylsiiure enthielt. Hiermit ist 
jedoch durchaus nicht bewiesen, dass Cuanin das einzige N- 
hallige Spaltungsprodukt ist, welches wir von Guanylsiiure 
erhalten, 

Ks ist friiher gezeigt worden, dass die Guanylsiure 18,21" 
N enthiilt. Rechnet man das Guanine zu 35° 0, so'entsprich! 
der N des Guanins 16.22% 0 N oder mit anderen Worten 
ca. “ro von allem N. Dies zeigt, wie diese Nucleinsiiure von 
den tibrigen abweichend ist, wo man, wie gesagt, nur ? 3) von 
dem in der Nucleinsiiure enthaltenen N in den Nanthinbasen 
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wiederfindet. Es bleibt) zuriick 199° 0 N oder ca. t10 von 
allem N, iiber welches von den iibrigen N-haltigen Spaltungs- 


produkten disponirt wird. 
Von solchen N-haltigen Spaltungsprodukten von Nuclein- 
<iuren kennt man 2, niimlich Ammoniak und Thymin. 


3) Ammontiak. 


Ber Kossel findet man eine Stelle angegeben, dass er 
NH, als Spaltungsprodukt von Nucleinsiiure erhalten hat. Die 


Guanylsiure enthilt auch emen Theil N, welcher als NH, ab- 
gespalten wird. 

Kocht man die Guanylsiure 2 Stunden hindurch mit 
2" oiger HCl wird man, wenn man nach dem Abkiihlen ein 
Alkali oder Kalkmilch zur alkalischen Reaction hinzusetzt, eine 
verhiltnissmiissig reiche Ammoniakentwicklung bemerken. Um 
zu kontrolliren, wie weit NH, ein primares Spaltungsprodukt der 
Guanvisiiure war, oder ob das Guanin beim Kochen mit der 
Mineralsiiture NH, abgespalten hat, kochte ich Guanin, her- 
vestellt aus Guanylsiiure, die gleiche Zeit) mit HCl von der- 
selben Concentration. Ich beobachtete da, dass man auch im 
letzten Falle Ammoniakentwicklung erhielt. Selbstverstiindlich 
wurde gleichzeitig eine blinde Analyse mit HCI allein aus- 
gefiihrt, um den Einfluss des NH, der Luft) auszuschliessen. 

Kochte ich dagegen das Guanin 3 Stunden lang mit 
HJSO, statt mit HCl, erhielt ich keine solche NH,-Entwicklung. 
Dies ist der Grund dafiir, dass ich 5° oige H,SO, an Stelle 
von HC] bet meinen Zerlegungsversuchen benutzt habe. 

Kochte ich indessen die Guanylsiure mit 5° oiger H,SO, 
4 Stunden hindurch, erhielt ich dessen ungeachtet) Ammoniak- 
entwicklung, wenn ich die Fliissigkeit mit Alkali iibersiittigte. 
Kin Versuch, NH, quantitativ nach Schlosing zu bestimmen, 
misseliickte. Ein vorlaufiger Versuch mit einer geringeren Menge 
Guanylsiiure zeigte ca. O,8° 0 NHs,. 

Trotzdem das Guanin selbst) beim Kochen mit) H,SO, 
nicht zerstOrt wurde, sehe ich es doch nicht fiir ausgeschlossen 
an, dass dies geschehen kann durch Einwirkung der Schwefel- 
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saure auf die Guanylsiiure selbst. Wir werden gleich sehen, & 
dass mehrere Griinde hierfiir sprechen. 
Gehen wir indessen davon aus, dass von der Guanyl- 


sure ca. 1° 0 NH, abgespalten wird, gleichgiiltig ob es ein | 
primares oder secundiires Spaltungsprodukt ist, bleibt zuriick | 


ca. 1° o N, von dem angenommen werden kann, dass es zum 
Thymin gehort. In solchem Falle musste die Guanylsiiure ca. | 
Do Thymin enthalten, was bedeutend weniger ist, als) was 
man sonst gefunden hat. : 
Thymin ist bisher in allen denjenigen Nucleinsiiuren ge- 
funden worden, in welchen man danach gesucht hat. Es wird 
daher auch von Kossel fiir ein den Nucleinsiiuren charakte- | 
ristisches Spaltungsprodukt angesehen. Und dies um so mehr, 
as Thymin im Verein mit Phosphorsiiure als Phyminphosphor- 
siiure den Kern in der Thymusnucleinsiiure einnimmt, wozu die 
Nanthinbasen verhiltnissmiissig lose gekniipft) sind. — Diese 
letzteren) kOnnen daher auch verhiiltnissmiissig leicht abge- 
spalten werden, so dass die Thyminsiiure selbst) zuriickbleibt. 
Um die Guanylsiure auf Thymin zu untersuchen, ging ich, 
um hinreichendes Material zu erhalten, vom Nucleoproteid aus. 
17 gr. Nucleoproteid sowie ca. 4/2 gr. Guanylsiiure wurden 
wiithrend 2 Stunden bet 150° C. im Autoclaven mit 200° Cem. 
)° olger HJSO, gekocht. Nach dem Kochen wurde die Fliissig- 
keit mit Barvt) neutralisirt, darauf das Filtrat) mit Phosphor- 
wolframsiiure in 10°/oiger schwefelsaurer Auflésung gefiillt. 
Das Filtrat hiervon wurde aufs Neue mit Baryt gefallt. — knd- 
lich wurde mit AgNO, in neutraler Auflésung gefillt. Die Aus- 
scheidung wurde mit HS zerlegt. Das Filtrat hiervon wurde 
stark concentrirt und blieb mehrere Tage stehen, ohne dass 
Anzeichen ciner Krystallisation sich zeigten. Darauf wurde bis 
zur Trockenheit eingedampft und mit Alkohol extrahirt. Weeder 
in dem im Alkohol léslichen noch in dem unloslichen 
Theile liess sich eine Spur von Thymin nachweisen. 


Die theoretische Ausbeute an Thymin = sollte — vorausgesetzt, 
dass Guanvlsiiure davon 5° o enthielt — sich auf ca. 0,5 gr. 


belaufen. Dao oman indessen hier mit Proteid und nicht mui 
Guanvisiiure selbst gearbeitet hat, kann man die Einwendune 
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machen, dass das Thymin modglicher Weise mit der grossen 
Menge Albumin ete. geschwunden ist. Ich habe daher auch nach 
Thymin gesucht, ausgehend von der Guanylsiiure selbst, mit 
Hiilfe von Kossel’s Sublimationsprobe — aber mit vollstiindig 
negativem Resultate. 

Wenn ich daher einen endgiiltigen Beweis fiir die Nicht- 
Existenz des Thymins in der Guanylsiiure nicht liefern kann, 
<0 kann ihr Vorhandensein doch nicht als sehr wahrscheinlich 
angesehen werden. Und wenn man weiter bedenkt, dass * 10 
von allem N als Guanin gefunden worden ist und dass man 
mit der grossten Wahrscheinlichkeit davon ausgehen” kann, 
dass die fiir Guanin berechneten Zahlen allzu niedrig befunden 
worden sind (bei der Verarbeitung so geringer Mengen wird 
ja der geringste Verlust bedeutenden Einfluss auf die Resultate 
haben), wahrend die gute Uebereinstimmung in den Befunden 
zeigt, dass man jedenfalls nicht die Werthe zu hoch gesetzt 
hat, bleibt nur sehr wenig N fiir das Thymin, das ca. 22° o 
N enthilt, disponibel. 

Die N-haltigen Spaltungsprodukte der Guanylsiiure — be- 
stehen daher aus Guanin und Ammoniak, wihrend man mit 
ziemlich grosser Wahrscheinlichkeit Thymin ausschliessen kann. 

Vorher habe ich indessen die Méglichkeit hervorgehoben, 
dass NH, selbst nur ein secundiires Spaltungsprodukt ist, von 
dem man denken kénnte, dass es sich von der Trennung von 
(ruanin herschreibe. 

Diese Hypothese, welche also darauf ausgeht, dass Guanin 
das einzigste N-haltige Spaltungsprodukt der Guanylsiiure — ist, 
erhalt eine Stiitze, wenn man die Formel fiir die Guanylsiiure 
hither betrachtet. Wenn auch diese Formel noch nicht end- 
viltig festgelegt werden kann, haben alle die Formeln, welche 
in Betracht kommen kénnen, das Gemeinsame, dass sie 5 Atome 
N oder ein Vielfaches davon enthalten. Wir haben gefunden, 
dass "10 von allem N als Guanin gefunden wird und !/10 also 
nicht. Wenn nun dies richtig ist, muss das Molekulargewicht 
der Guanylsiiure 3860 sein, wiihrend die Molekularzahl 772 
wird, wenn aller N als Guanin gefunden wird. Kommt auch 
Thymin hinzu, wird das Molekulargewicht noch viel grosser. 
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Obwohl die & N-Atome in der Formel vielleicht fiir dic 
obige Hypothese sprechen, will ich mich noch nicht auslassen 
uber die mogliche Constitution der Guanylsiiure in Verbindung 
mit dem Molekulargewicht. Ich hoffe aber in einer spiiteren 
Abhandlung durch die Feststellung des Molekulargewichts dies 
endgiiltig zu entscheiden. 

Wie es sich nun auch hiermit verhalten mag, so ist doch 
das) Vorkommen einer einzigen Xanthinbase in der Guanyl- 
siiure eine Thatsache, welche diese Nucleinsiiure auf einen  he- 
sonderen Platz unter den iibrigen Nucleinsiiuren stellt. Aber 
die Art, auf welche das Guanin in der Guanylsiiture gefunden 
wird, ist nicht minder charakteristisch und eigenthiimlich. Be- 
kanntlich findet man die Xanthinbasen in den itibrigen Nuclein- 
siiuren sehr lose gebunden an einen Kern, der jedenfalls aus 
Thyimin und Phosphorsiiure besteht, derartig, dass man sogar beim 
Herstellen dieser Nucleinsiiuren eine besondere Vorsicht anwenden 
muss, tm eine Zersetzung in dieser Richtung zu vermeiden. 
Anders lier, wo man das Guanin nicht abspalten kann, ohne 
dass die Guanyvlsiiure gleichzeitig in ihre endlichen Spaltungs- 
produkte zerlegt wird, wiihrend es auf der anderen Seite 
scheint, als wenn man andere Stoffe abspalten kann und da- 
durch eine an Guanin= reichere Saure erhalt.  Hierfiir spricht 
der Umstand, dass man durch weiteres Kochen mit Kalilauge 
einen Korper erhalt, reicher an N als die eigentliche Guanyl- 
siiure, Die weitere Klarlegung dieser Verhiiltnisse wird. spiiter 
erfolgen., 

Diese Verhiiltnisse zeigen indessen, dass das Guanin ent- 
weder in fester Vereinigung mit dem Kern der Guanylsiiure 
gefunden wird, oder sogar einen Theil dieses Kernes — selbst 
ausmacht. Dies ist ferner ein weiterer Wahrscheinlichkeitsbeweis 
dafiir, dass die Guanylsiiure kein’ Thymin enthalt, welches 
sonst den Kern in den Nucleinsiiuren in Verbindung mit Phos- 
phor (Thyminsiiure) bildet. | 

Kasst man zum Schluss das Resultat der quantitativen 
Versuche zur Bestimmung der Spaltungsprodukte der Guanyl- 
siiure zusammen, so hat man zuerst 35° 0 als Guanin, oder, 
wenn man alles N als Guanin gefunden annimmt, ca. 39° 0. 
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Ferner findet man 30° 0 reducirende Substanz, berechnet als 
Traubenzucker, und endlich enthilt die Guanylsiiure 7,63° » 
P. was 17,57°% 0 ausmacht, berechnet als P,O.. Alles in Allem 
haben wir also gefunden 86,5° 0 (82,59 0) der Guanylsiiure und 
im Reste bleiben 13,5° 0 (17,5° 0), die wahrscheinlich aus N- 
freien Spaltungsprodukten bestehen. Was diese letzten Sub- 
stunzen sind, hoffe ich spiter auseinandersetzen zu kOnnen. 

Aus allen vorhergehenden Untersuchungen geht hervor. 
dass die Nucleinsiituren als tiberaus complicirte Verbindungen 
hetrachtet werden miissen, mit besonders wechselnder Zu- 
sammensetzung. Diese neue Nucleinsiiure dagegen dominirt 
durch ibren einfachen Bau, der als Entgelt so viel fester con- 
solidirt ist. Insofern ist auch die Untersuchung derselben be- 
deutend leichter. Die grésste Schwierigkeit: besteht in der Be- 
schaffung des Materials. Durch Verarbeitung von ca. 1200 Stick 
Qchsenpancreas habe ich nur ca. 20. gr. Analysenpriiparat 
erhalten. 

Darauf griindet sich der Mangel, der, wie ich einsehe, 
un meinen Untersuchungen klebt: Das Untersuchungsmaterial 
ist zu gering gewesen. Ich sehe daher fortgesetzte Unter- 
suchungen als erforderlich an und ich behalte mir vor, diese 
Untersuchungen ungestOrt vornehmen zu koOnnen. 

Die vorhegende Arbeit ist mit Unterstiitzung des Houen- 
schen Legats ausgefiihrt. 











Die Jodsubstanz der Schilddriise und ihre physiologische 
Bedeutung. 


Kritische Studie 
yon 


F. Blum, Frankfurt a. M. 


Der Redaction zugegangen am 17. September 1898.) 


“Im Februar und Miirz dieses Jahres habe ich unter dem 
Titel «Veber den Halogenstoffwechsel und seine Bedeutung fiir 
den Organismus»!) tiber eine Reihe von Untersuchungen be- 
richtet, die mich zu der Auffassung gefiihrt haben, dass 

1) das sogenannte Jodothyrin keine der Schilddriise 
priexistirende Substanz, sondern nur ein willkiirliches Spaltungs- 
produkt. ist, 

2) die Jodsubstanz der Thyreoidea in Uebereinstimmung 
mit der von mir schon 1896 geiiusserten Anschauung?) zu den 
Jodeiweisskorpern gehort, und 

5) die Schilddriise ein entgiftendes Organ ist, dessen 
Function im Wesentlichen darin besteht, bestimmte toxische 
Substanzen aus dem Kreislauf aufzugreifen und sie dann zu 
entgiften. Der Jodirungsprocess, wie er sich nachweislich in 
der Driise abspielt, bewirkt eine solche Entgiftung. 

Neuerdings kommt nun Roos*) in zwei Mittheilungen 
ungefiihr zu entgegengesetzten Resultaten, indem er die Siitze 
aufstellt (1. Mittheilung, &. Seite) 7 


1, Miinch. Med. Woch. 1898. Nr. 8, 9 u. 1. 
-) Miinch. Med. Woch, 1896. Nr. 45. 
Zur Kenntniss des Jodothyrins.» Diese Zeitschr. Bd. XXYV, 
Heft 1 u. 2 und 3.u. 4. 
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1) dass wir im Jodothyrin der Hammelsschilddriise ein 


chemisches Individuum vor uns haben: 

2) (ebenda) dass «ein Blick auf die Zusammensetzung 
der Substanzen (des Jodothyrins und des Jodalbumins) ihre 
crosse Verschiedenheit zeigt » 

und 3) dass er (Roos) meine «Theorie», dass die Schilddriise 
eine entgiftende Function im Korper habe, nicht fiir richtig 
halte. (II. Mitteilung S., 250.) 

Khe ich in die Erorterung und Widerlegung dieser Wider- 
<priiche gegeniiber meinen Angaben eintrete, muss ich noch 
vegen Einiges, was in den Mittheilungen von Roos nicht 
enthalten oder nur allzu schwach angedeutet ist, Einspruch 
erheben. 

Aus beiden Mittheilungen niimlich geht in’ keiner Weise 
hervor, dass ich schon 18961) und eingehender gelegentlich 
des Congresses fiir innere Medicin im Jahre 1897?) auf die 
beziehungen der Jodsubstanz der Schilddriise zu den Jodeiweiss- 
korpern aufmerksam gemacht habe. Fernerhin ist) aus der 
zgweiten Mittheilung von Roos nicht ersichtlich, dass schon ca. 
2 Wochen vor Einsendung seiner Arbeit an die Redaction der 
Zeitschrift fiir physiologische Chemie (der Redaction zugegangen 
am 26. April 1898) auf dem Congress fiir innere Medicin zu Wies- 
baden, als Roos das gleiche Thema dort behandelte, von mir 
Einspruch dagegen erhoben worden ist, ich hatte einzig und allein 
auf meine Beobachtungen bei der Jodirung der Schilddriisensub- 
stanz hin meine «Theorie» von den entgiftenden Functionen der 
Schilddriise aufgestellt: Wie in dem Vortrag auf dem Congress, 
<0 fehlen in den Mittheilungen von Roos wiederum alle anderen 
von mir aufgefiihrten Griinde fiir jene neue Anschauung. 

Es diirfte auch folgender Satz aus der zweiten Mittheilung 
nicht ganz der iiblichen Art des Citirens entsprechen: 

Als diese Untersuchungen dem Abschfusse nahe waren, 
erschien eine Arbeit von Blum, welcher jodirten Schilddrisen- 


e ¢. 
2) Verhandlungen des Congresses fiir innere Medicin. XV. Congress, 
226. 


Hoppe-Seyler's Zeitschrift f. physiol, Chemie, XXVI 1] 
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saft unwirksam auf den Stoffwechsel fand, ein Resultat, da. 
mit dem unsrigen gut tibereinstimmt.» (If. Mittheilung. S. 250. 


Meine” einschliigige Publication erschien am 15. Miirz 
dieses Jahres, wihrend Roos am = 10. Miirz zum_ erster 
Male sein jodirtes Priiparat gegen Kropf versuchte und am 
21. Miirz einen Stoffwechselversuch begann. Da nun ausserdet 
noch die von Roos gemeldeten Resultate bei Strumen hichsten- 
eine etwas geringere Wirksamkeit der jodirten Schilddriisen- 
substanz gegeniiber der nicht jodirten beweisen und der Stoti- 
wechselversuch nur mit eintigiger Eingabe von Jodsubstanz 
ohne Vergleichung von Ein- und Ausfuhr durchgefiihrt ist, so hiitte 
Roos ohne meine friiheren Mitteilungen kaum  aussprechen 
kOonnen, dass die Jodirung die Schilddriisensubstanz unwirksan 
mache. 

lech kann also hé6chstens zugeben, dass die einschlagigen 
Untersuchungen von Roos nichts Anderes ergeben haben, als 
das, was ich schon geraume Zeit vorher verdffentlicht hatte 

Was nun aber meine oben aufgestellten 3 Thesen anbetrifft. 
beziiglich welcher ich mich im Gegensatz zu Roos. befinde. 
so kann ich heute jede einzelne derselben noch durch weiter 
Belege stiitzen. 

Wenn es z. b. in These 1 heisst, dass Jodothyrin in de! 
Schilddriise nicht) praiexistire, sondern nur ein) willkiirliche- 
Spaltungsprodukt darstelle, so konnte ich  friiher hierfiir an- 
fihren, dass es auf keine Weise gelinge, Schilddriisen Jodothyrin 
durch SO—90° oigen Alkohol, in dem sich dasselbe unschwe1 
lost, zu entziehen. 

Die in den Alkohol tbergehenden Substanzen, mag mat 
nun die intacten Schilddriisen damit behandeln oder einen 
cougulirten Schilddriisenextract der Alkoholeinwirkung = au-- 
setzen, zeigen stets Eiweisscharakter, besitzen einen niedrigen 
Jodgehalt’ (1—2 Procent) und geben Rothfiirbung mit Millon - 
Reagens und eine Violettlirbung bei der Biuretreaction, wiihrend 
bei dem sogenannten Jodothyrin beide Reactionen negativ aus 
fallen. Auch lassen sich aus diesen Alkoholextracten dure! 
Spaltung mit Sauren oder Alkalien nachtriiglich jodhaltig: 
Substanzen gewinnen, die in ihren Eigenschaften alsdann dem 











-ogenannten Jodothyrin entsprechen. Ich habe ferner, um eine Zer- 
legung einer eventuell vorhandenen Jodothyrin-Eiweissverbindung 
eingreifende Spaltung des Eiweissantheils zu bewirken, ohne mit 
verdiinnter Essigsiiure (10 Procent) Schilddriisenextracte, die die 
wirksame und die Jodsubstanz der Driisen enthielten, 24 Stunden 
auf dem Wasserbade aufgekocht. Nachher wurde = sorgsam 
eektthlt und aus der Lésung die Jodsubstanz entweder mit 
einer zur Neutralisation ungeniigenden Menge von Lauge oder 
mit einer verdiinnten Mineralsiiure herausgefiallt und der tiblichen 
Reinigung (LOsen in sehr verdiinntem Alkali, Filtration, Fallen 
mit Essigsiiure, Waschen mit Wasser, Trocknen im Vacuum. 
Extraction mit Aether ete.) unterzogen. Die gewonnenen 
Produkte waren im Sinne der Schilddriiseneinwirkung auf den 
Stoffwechsel wirksam, waren aber den Analysen und Reactionen 
nach kein Jodothyrin, sondern jodhaltige Eiweisskorper. 

I. Substanz, gewonnen aus dem wiisserigen Extract von 70 Hammels- 
schilddriisen durch Aufkochen mit 10° viger Essigsiiure wiihrend 24 Stun- 
den, enthiilt: 

22°.) Jod (Carius 
0,8’. Schwefel (Carius 
14.3°. N. (Kjeldahl). 

I]. Substanz, aus 100 Hammelsschilddriisen in der gleichen Weise 
dargestellt, enthalt: 

11°. Jod (Carius 
1.4". Sehwefel (Carius 
15.87% 0 N (Kjeldahl). 
Ill. Substanz, aus 100 Hammelssclilddriisen, enthilt : 
16.1°/o N. 

IV. Substanz, aus dem Extract von 100 Hammelsschilddriisen aut 

die geschilderte Weise dargestellt. enthialt: 
54.2°') C 
82°. H 
0.9 und 0.76% S (Carius 
O.S+ und 1.1%. Jod (Carius) 
15,40 N (Kjeldahl). 

Diese Analysenwerthe lassen das mittelst Essigsiturebehand- 
ling gewonnene Produkt als eine jodhaltige Eiweisssubstanz 
erscheinen, aber nicht als das als Jodothyrin beschriebene Prii- 
parat; es kénnte héchstens Substanz | wegen ihres hoheren 
Jod- und niedrigeren Schwefel- und Stickstoffgehalts als ein 
11” 
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Spaltungsprodukt angesehen werden. Von dem = sogenannten 
Jodothyrin unterschied sich aber auch diese Substanz durch, 
den positiven Ausfall der Millon’schen Reaction. 

Hiermit diirfte geniigend bewiesen sein, dass »Jodothvrin 
weder in der Schilddriise praexistirt, noch aus derselben ohne 
tiefeingreifende Zersetzungsprocesse dargestellt werden kann. 

Wie sehr aber das sogenannte Jodothvrin ein inconstantes 
und willkiirliches Spaltungsprodukt ist, kann vielleicht noch 
besser als der friihere Hinweis auf die Inconstanz des Prii- 
parats folgender Versuch darthun: 

100 frische Hammelsschilddriisen werden zerkleinert und 
im Eisschrank zweimal mit je 1000 cem = destillirten Wassers 
je 2% Stunden lang ausgezogen. Hierauf wird aus Extract 1 
und 2, die erfahrungsgemiiss die wirksame Substanz enthalten 
und jodhaltig sind, und aus den extrahirten Schilddriisenleibern 
jenes Jodothvrin durch Einwirkung von 10° oiger Schwefelsiiure 
hergestellt. 

Das Verfahren war dabei folgendes: 

Die Extracte wurden 12, die Schilddriisenleiber 15 Stunden 
lang mit 1O°%/oiger Schwefelsiiture auf dem Wasserbade. er- 
hitzt: alsdann wurde gekiihlt und der sich absetzende Nieder- 
schlag auf ein Filter gebracht.  Dort wurde griindlich mit 
Wasser gewaschen und der noch feuchte Niederschlag  als- 
dann in ? 4procentiger Natronlauge gelOst und moglichst rasch 
filtrirt. Hierbet bleibt das den Schilddriisenleibern anhaftende 
Fett fast ganz zuriick, wiihrend im Filtrat das Natronsalz des 
vermeintlichen Jodothyrins, etwas Seife und die gelosten Ver- 
unreinigungen enthalten sind. Um = das Jodothyrin  moéglichst 
rein zu gewinnen, wurde nun mit Essigsaure gefallt, der Nieder- 
schlag gesammelt und lange mit destillirtem Wasser gewaschen, 
alsdann im Vacuum getrocknet und zuerst mit Aether und nach- 
her omit) absolutem  Alkohol  griindlich ausgezogen. — Von 
der Jodsubstanz geht nichts in den Aether oder absoluten 
Alkohol tiber. 7 

Von einer L6sung in verdiinntem heissen Alkohol und 
nachtriglichem Verjagen des Alkohols wurde abgesehen, da 
eine grosse Reihe specieller Versuche ergab, dass der in ver- 
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diinntem Alkohol lésliche Theil von dem zuriickbleibenden sich 
ear nicht oder héchstens durch den Aschengehalt unterscheidet 
und nicht als besonders gereinigt angesehen werden kann. 

Bemerkt sei, dass die aus den Extracten hergestellten 
Jodothyrinpriaparate schon vor der Aether- und Alkoholbehand- 
lung fast vollkommen rein waren, wiihrend das aus den Schild- 
driisenleibern) gewonnene Jodothyrin an Aether und = Alkohol 
fiirbende Substanzen abgab. 

Wire das Jodothyrin ein) chemisches Individuum, so 
miissten doch wenlgstens die aus den Extracten) und Leibern 
derselben Hammelsschilddriisen auf gleiche Weise gewonnenen 
Jodsubstanzen tibereinstimmende Werthe ergeben. Wie wenig 
dies aber der Fall ist und wie sehr das sogenannte Jodothyrin 
ein inconstantes willkiirliches Spaltungsprodukt darstellt, beweist 
gerade das Ergebniss dieses eben geschilderten Versuches. 

Die Jodsubstanz, die aus dem ersten Extract isolirt wurde 
(Hauptmasse), enthielt 4,5 °o Jod und 0,92 % 0 Schwetel 
(Carius) ,") 

diejenige des zweiten Extracts 3°0 Jod und keinen 
Sschwetel, 

diejenige aus den Schilddriisenleibern 2,2 ° 0 Jod und 
0.7% o Schwetel. 

Diese Zahlen beweisen zur kvidenz, dass das Jodothyrin, 
wie es durch die Spaltung mit Siuren gewonnen wird, ein 
inconstantes, willkiirliches Abtrennungsprodukt aus der Schild- 
dritse ist und nichts Anderes. 

Was den Schwefelgehalt des Jodothyrins betrifft, so gibt 
ihn Roos mit 1,4° 0 als fast constant an. 

Mehr als 50 theils gleich- theils verschiedenartige Darstel- 
lungen von jodothyrinartigen Substanzen aus mehreren tausend 
Driisen haben mir gezeigt, dass der Schwefelgehalt)§ ganz in- 
constant ist und auch bei Siiturebehandlung der Schilddriisen- 
extracte auf Null gebracht werden kann, ohne dass die Wirk- 


1) Dass das Jodsilber stets mit verdiinntem Ammoniak gewaschen 
wurde. in dem AgCl iibrigens sehr leicht und stets loslich ist. versteht 
sich von selbst. 








e 
Pi 
§ 
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samkeit) solcher Priiparate auf den Stoffwechsel aufgehoben 
wire. Diese Differenz zwischen meinen Analysen und denen von 
Roos erkliart sich vielleicht dadurch, dass ich stets mit frischen 
schilddriisen gearbeitet habe, wiihrend Roos oft dltere und 
conservirte Driisen, die viel schwerer spaltbar sind, benutzte. 
Ausserdem habe ich gefunden, dass Eiweisssubstanzen und 
deren Derivate — und hierzu gehdrt ja das Jodothyrin — 
haufig Salze wie Na,SO,, NaCl ete. wie in einer Art Doppel- 
verbindung festhalten und sie nur sehr schwer wieder abgeben. 

Moglicher Weise handelt es sich bei dem Schwefel der Roos- 
schen Priaparate um fest anhaftendes Glaubersalz: dafiir diirtte 
auch der Umstand sprechen, dass Roos seinen Analysen nach 
eine viel unvollkommenere Abspaltung des Chlors, das offenbar 
als NaCl seinem Jodothvrin angelagert war, gelang, als dies 
bei meinen Priiparaten der Fall war. Ich fand zumeist hoch- 
stens ein Zehntel der von Roos angegebenen Werthe. 

Die Gesammianalysirung der im Sinne der Schilddriisen- 
beemflussung des Stoffwechsels noch wirksamen  Spaltungs- 
produkte ergibt, wofern man die Versuchsanordnung geeignet 
wiihlt, eine auffallende Uebereinstimmung der sogenannten Jodo- 
thyrinpriiparate mit entsprechend  hergestellten  Jodeiweiss- 
derivaten und damit eine neue Bestiitigung meiner oben auf- 
gestellten zweiten These. 

Schon Mitte 18971) hatte ich darauf hingewiesen, dass 
die Jodbindung in den Jodeiweisskérpern derjenigen = in’ der 
Schilddriise) durchaus entspricht. Es war damals erst kurze 
Zeit’ verstrichen seit meiner Entdeckung, dass die Halogene 
mit Eiweisssubstanzen feste Verbindungen eingehen, und ich 
besass noch kein Verfahren, um mit Halogen gesiittigte Halogen- 
elwelsspriparate ohne eine mehr weniger tiefgehende Spal- 
tung von den anhattenden anorganischen Verbindungen zu be- 
freien: eine eingehendere Vergleichung war deshalb damals 
noch nicht modglich. Nachdem es jetzt gelungen ist,?) In 


t 





3a ae 
2) F. Blum und W. Vaubel «Ueber Halogeneiweissderivate» II. 
lourn. f. praktische Chemie. Neue Folge. Bd. 57, S. 365—396. 189%. 
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dauernd neutraler resp. siiurefreier LOsung Halogeneiweisskorper 
von constanter Zusammensetzung herzustellen und aus diesen 
wieder annihernd constante halogenhaltige Spaltungsprodukte 
zu gewinnen, bietet eine genaue Vergleichung der jodhaltigen 
Substanzen der Schilddriise sowie ihrer Derivate keine be- 
-onderen Schwierigkeiten mehr. 

Benutzt wurde zur vergleichenden Analysirung wiederum 
dasjenige Jodothyrin, das aus dem = wiisserigen Extract von 
frischen Hammelsschilddriisen durch Aufkochung mit) Siiuren 
und Reinigung des abgespaltenen Produkts gemiiss der friher 
vegebenen Beschreibung gewonnen war. Diese Extracte sind 
sehr wirksam und enthalten den bei Weitem = gréssten Theil 
der «Jodothyrin» liefernden Substanzen in besonders reinem Zu- 
stand, so dass sie sich fiir solche Untersuchungen vorziiglich 
elgnen, 

Als Ergebniss der vielen verschiedenen Analysen, die ich 
ber der demniichstigen Herausgabe der gesammten Untersuch- 
ungen in Buchform einzeln zu verdffentlichen gedenke, kann 
ich neben schwankendem Jodgehalt) einen Stickstoffgehalt von 
13—14° 0 und einen Schwefelgehalt: von O—1° 0 bezeichnen. 
Es seien hier als Beleg die analytischen Werthe dreier solcher 
Priiparate verzeichnet: 

Jodothyvrin, dargestellt aus dem 1. Extract von 100 
frischen zerkleinerten Hammelsschilddriisen, durch 12stiindige 
Spaltung mittelst 10° oiger Schwefelsiiure, enthiélt: 

t$.9"%o J (Carius 
0.92 °'5y S (Carius 
a2,7 °/o CT 
8.2 °o H 
13.06 N (Dumas). 

Jodothvrin, aus dem 2. wiisserigen Extract von 360 
trischen Hammelsschilddriisen mittelst Spaltung mit) 8 °/o iger 
Schwefelsiiure, wiihrend 22 Stunden und nachfolgender Reini- 
gung gewonnen, enhiilt: 


O8 %o J (Cars) 
Y %) S (Carius 
13.99 °'o N (Dumas 


0,24 %% Asche. 
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Jodothyrin, dargestellt aus dem 1. Extract) von 100 
Hammelsschilddriisen durch Kochen mit 5° oiger  Siture 
Wihrend 24 Stunden: der Extract enthielt vor der Spaltung 
einen mit Essigsiiture und Alkohol fiillbaren Jodkorper von 

0.92 %> J (Carius) 
1.6 8» S (Carius) 
15.88 und 15,95 °o N (Kjeldahl). 

Das daraus gewonnene Jodothyrin enthielt 

1.6 %% J (Carius) 
O.8 99 S (Carius) 
13.51—15,44 °o N (Kjeldahl). 

Vergleicht man diese Zahlen mit den von Vaubel und 
mir?) fir gespaltenes Jodetweiss gefundenen Werthen,?) so er- 
scheint das Jodothvrin als ein Spaltungsprodukt eines ungesiit- 
ligten Jodeiweisses. 

Gesittigtes Jodeiweiss: € 51.2%. H 7.0%, N 14.7 %o, 5S 0,54 ° 
YQ 19,1 %/o, J 6,5 %o. 

Dessen anniihernd constantes Spaltungsprodukt®): C 44,5 ° 
H 7.0 %o, N 13,5 °/o, S 0,01 Jo, J 14,5 %/o 

Ungespaltene Jodsubstanz des Schilddriisenextractes : 

N 15,88—15.95 ° 5 
J 0.92 °%'s 


5 i6 °/o 


Gespaltene Substanzen: 


C 03.7 

H 8,2 

N 1351 13.06 13.95 
> OW 0.92 0.0 
§ 24 4D O.8 


Sicherlich hat man es bei diesen vorliiufig mOglichst reinen 
Jodderivaten der Jodsubstanz der Schilddriise noch immer nicht 
mit chemischen Individuen zu thun: enthalten doch z. b. alle 
noch Spuren von Phosphor, Chlor und Gyps und— sprechen 

I) lc. pag. +84. 

2) Die Siiurespaltung liefert der alkalischen Spaltung durchaus 
analoge Produkte. 


3) Umgerechnet auf «ohne Halogen»: C€ 52,4 °o, H7.6° 0, N18,7° 
S 0.03 ° 
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doch auch die hohen Kohlenstoffwerthe fiir eine Beimischung 
einer an Kohlenstoff reicheren, stickstoffarmeren oder stick- 
-tofffreien Substanz: die Aehnlichkeit der analytischen Werthe 
zwischen der ungespaltenen und gespaltenen Jodsubstanz der 
schilddriise einerseits und den synthetisch dargestellten Prapa- 
raten andererseits aber ist so unverkennbar, dass man daraus 
nur den Schluss ableiten kann, dass die Jodsubstanz der 
Schilddriise eine ungesittigte Jodeiweissverbin- 
dung ist. 

Sattig’ man unter sorgsamer Vermeidung einer Spaltung 
die Jodsubstanz der Schilddriise mit Jod in der Weise, wie 
ich es schon in der Miinchener medicinischen Wochenschrift 
angegeben habe,!) indem man in einer durch Na H CO, con- 
stant schwach alkalisch gehaltenen LoOsung jodirt, so kommt 
man zu Substanzen, die durchaus den gesiittigten Jodeiweiss- 
korpern entsprechen. 

Hammelsschilddriisenextract, jodirt bis zur Siittigung, lieferte 
eine Substanz mit: 

6.5 %o J (Carius 
0.85 °o S (Carus). 

Kalbsschilddriisenextract, jodirt bis zur Sattigung, liefert 
eine Substanz mit: 

15.1 °o N (Kjeldahl 
6.5 °o J (Carius 
1.1 °%o S (Carius). 

Interessant ist hierbei, dass das erste dieser beiden 
Jodirungsprodukte vor der Jodirung schon 2° 0 Jod enthielt. 
Die Uebereinstimmung der Jodwerthe unter sich und mit den- 
ienigen anderer Albumine wiire unverstiindlich, wenn die ur- 
priinglich schon in der Jodsubstanz vorhandenen Jodatome 
etwa an einem Paarling des Schilddriiseneiweisses und nicht 
un diesem selbst siissen. 

Es sprechen also auch die Jodzahlen der mit Jod 
gesiittigten, vorher wirksamen Jodsubstanz der Schild- 
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driise dafiir, dass die Jodsubstanz der Schilddriise 
ein ungesiittigter Jodeiweisskoérper ist. 

Diese ungesiittigte Jodeiweisssubstanz besitzt dem normalen 
Organimus gegeniiber toxische Eigenschaften: denn sie verur- 
sacht, wie bekannt, per os oder subcutan eingegeben, Zerfal| 
von Korpereiweiss und Kernsubstanz und erhebliche Fettein- 
schmelzung. Der Ausdruck dieser sehiidigenden Einwirkung 
auf den Korper findet sich in dem Ansteigen der N-Ausfuhr 
liber die Zufuhr hinaus, in der Phosphorsiiurevermehrung im 
Urin und in dem Heruntergehen des Korpergewichts. Ausserdem 
ist neuerlich eine Steigerung der Verbrennungsprocesse nach 
Fiitterung von  Schilddriisenpraparaten auf gasanalvtischem 
Wege nachgewiesen worden. !) 

Das in dem eben angedeuteten Sinne wirksame Princip 
der Schilddriise gehért also zu den toxischen Substanzen, und 
da ihm ferner albuminartige Eigenschaften zukommen und. es 
jodhaltig ist, wird man es am besten vorliiufig als «jodhaltiges, 
aber ungesiittigtes Toxalbumin» definiren, wobei man 
natiirlich die Moéglichkeit im Auge behalten muss, dass 
auch eine bestimmte Menge von Toxalbumin § jodfrei sein 
konnte. 

Ich habe schon friiher dargethan,?) dass einerseits die 
Jodsubstanz, wenn sie in den Kreislauf gelangt, zersetzt wird 
unter Abspaltung von Jod, das sich dann in den Ausscheidungen 
wiedertindet, und dass andererseits die Schilddriisen selbst 
nach monatelangem Ausschluss jeder Jodzufuliar noch = jod- 
haltig sind. 

Fernerhin konnte ich zeigen, dass Schilddriisen, die sich 
nachweislich aus anorganischen Jodverbindungen — erheblich 
an ihren organischen Jodsubstanzen angereichert — hatten, 
noch nach vielen Wochen einen vermehrten Jodgehalt besitzen. 
Aus Alledem folgerte ich, dass die Jodsubstanz der Schilddriize 


!) Vergl. Magnus-Levy Untersuchungen zur Schilddriisenfrage 
Zeitschr. f. klin. Med. Band 23. Heft 3 u. 4. 1899. 


~) Miinchener med. Woch. 1898 1. ec. 
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nicht in den Kreislauf gelangt, sondern innerhalb der Grenzen 
der Schilddriise verbleibt. Wiire dem nicht so, dann = miisste 
bei der raschen Zersetzung der Jodsubstanz der Schilddriise 
im Kreislauf und bei Ausschluss jeder Jodzufuhr das Joddepot 
der Schilddriise sehr rasch ersché6pft sein. Meine in Halogen- 
hunger versetzten Versuchsthiere, die liingst schon keine Chlor- 
ausscheidung im Magen mehr erkennen liessen, besassen aber 
bei ihrem Ableben noch einen nicht unbetriichtlichen Jodvorrath 
in den Schilddriisen. 

Ich greife hier aus den an & Hunden von mir vorge- 
nommenen Bestimmungen als Beleg folgende beiden Resultate 
heraus: 

Chlorhund IX (junger Jagdhund) bekommt vom 2. XIL. 
{1897 bis 17. I. 1898 halogenfreie Nahrung. 17. I. 1898 +. 

Die beiden Schilddriisen wiegen  trocken zusammen 
0.384 gr. und enthalten 0,0013 gr. Jod. 

Chlorhund XIE (Dalmatiner) vom 5. Il 1898 bis 20. HE. 
IS98 halogenfreie Nahrung. 20. IIL 1898 7. 

Die beiden Sehilddriisen wiegen  trocken zusammen 
1.3304 gr. und enthalten 0,00381 gr. Jod und 0.0281 gr. NaCl. ') 

Wenn man die beiden Thatsachen zusammenhiilt, dass 
jodhaltige Schilddriisensubstanz, wenn sie in den Kreislauf 
velangt, rasch zersetzt und das Jod durch die Nieren ausge- 
<chieden wird, und dass trotzdem Thiere, die sicher monatelang 
keine Spur von Jod aufgenommen haben, bei ihrem Ableben 
doch noch Jod in den Schilddriisen besassen, dann wird man 


1, Die Bestimmung geschah in der Weise. dass die mit Aetznatron 
und Salpeter gewonnene Schmelze der Driisen gelést und die Lésung 
halbirt wurde. In der einen Halfte wurde alsdann nach Ansiiuern mit 
H,SO, das Jod mittelst Chloroferm ausgezogen, die Chloroformlésung mit 
Wasser gewaschen und dann mit '1.0 Normal Ag NO,- Losung im Ueberschuss 
versetzt. Das durch Jod nicht verbrauchte Silbernitrat wurde mit Rhodan- 
kalium zuriicktitrirt unter Benutzung von Eisenammoniakalaun als Titer, 

Das Chlor wurde in der zweiten Halfte nach dem von Vaubel und 
mir (1. ¢.) angegebenen modificirten Volhard’schen Verfahren bestimmt. 
Hierbei wurde zunichst aber ein durch die Gegenwart von Jod_ be- 
lingter zu hoher Werth gefunden, der dann durch Subtraction der be- 
<annten Jodmenge richtig gestellt wurde. 
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kam einen anderen Schluss ziehen konnen, als den, dass dic 
Jodsubstanz der Schilddriise niemals in den Kreislauf gelanet, 
sondern stets innerhalb der Grenzen der Thyreoidea verbleiht. 

Vergegenwiirtigt man sich fernerhin, dass nach allen bis- 
herigen Untersuchungen!) die Jodbindung im Jodeiweiss der 
Schilddriise durchaus derjenigen in dem synthetisch gewonnenen 
Jodalbumin entspricht und dass dieses trotz der nachweisbar 
gleichartigen Umsetzungen des Jods im Kreislauf einen um dis 
Vielfache geringeren Effect auf den Verlauf der Verbrennunes- 
processe im Korper ausiibt, so wird man auch die Folgerung 
berechtigt finden, dass nicht das Jod resp. der Jodarm = des 
Schilddriiseneiweisses die toxische Wirkung auf den Organismus 
ausiibt, sondern irgend ein anderes, jenem Kiweiss anhaftendes 
Agens datiir verantwortlich gemacht werden muss. 

Wir wissen also einmal, dass die jodhaltige Schilddriisen- 
substanz nicht in den Kreislauf gelangen kann, und ferner, dass 
das Schilddriiseneiweiss mit einem toxisch wirkenden, vom Jod 
getrennten Antheil ausgestattet sein muss. 

Hilt man sich ausserdem vor Augen, dass die vollstiindige 
Kntfernung der Schilddriisen bei Hunden rasch schwerste, mit 
Schiidigung im Centralnervensystem einhergehende Stérungen?) 
und den Tod hervorruft — mein diesbeziigliches Material ist 
mittlerweile auf fast 100) thvreoectomirte Hunde angewachsen, 
von denen nur vier, tibrigens aus nachweisbaren Griinden, am 
Leben blieben —, so wird man iiber die Function der Schild- 
driise kaum noch zweifelhaft sein kénnen: 

Die Thyvreoidea befreit den Organismus von 
bestimmten in ihm continuirlich entstehenden 
toxischen Substanzen, indem sie dieselben au- 
dem Kreislauf aufgreift. 


!) Blum, Miinch. Med. Wochenschr. 1896. Nr. 45. Congress fii 
innere Medicin 1897. Hofmeister, Diese Zeitschr. Bd. XXIV, Heft 1 
u. 2. Blum, Miinch. Med. Woch. 1898. Nr. &. 

2, Ueber diese iiusserst interessanten Befunde am Centralnerven- 
system von nach Thyreoectomie verstorbenen Thieren wird demnachs' 
Herr D. Alzheimer, der die Untersuchungen durchgefiihrt hat, eingehen 
Bericht erstatten. 
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Der miachtige Blutstrom, der die Driise durchspiilt, macht 


dort also eine Art Filtrationsprocess durch. 

Das Jod aber spielt hierbei eine ganz andere Rolle, als 
man bis vor Kurzem annahm. 

Schon Baumann hatte nach Darreichung von Jodkalium 
eine Vermehrung des Jodbestandes der Sehilddriisen constatirt : 
ich konnte dann nachweisen, dass hierbei ausschliesslich eine 
Anreicherung an organisch gebundenem Jod_ stattfindet. 

Damit dies aber moglich ist, muss in der Schilddriise 
aus Jodkalium Jod frei werden: denn die organische Jodsub- 
stanz ist kein Condensationsprodukt von NaJ oder HJ mit dem 
<pecifischen Schilddriiseneiweiss, sondern ein Umsetzungsprodukt 
des letzteren mit freigewordenem Jod. 

Ahmt man nun diesen Jodirungsprocess, der in der 
Thyreoidea nach Einverleibung von JK sich so ausgiebig ab- 
spielt, dass in kurzer Zeit der Bestand an Schilddriisenjod- 
eiweiss um ein Mehrfaches vervielféltigt ist, in der Weise nach, 
dass man auf Schilddriisensaft Jod ber K6rpertemperatur in 
einer durch Natriumbicarbonat constant alkalisch reagirenden 
Losung, wie im Blut und Organ selbst, einwirken  liisst, so 
tritt sofort eine Abschwiichung und bei geniigen- 
der Jodzufuhr eine vollkommene Entgiftung des 
auf den Stoffwechsel im Sinne eines Toxins wir- 
kenden Prinzips ein. 

Ein Jodirungsprocess, wie ihn Roos vornimmt, mit Ver- 
wendung von Schwefelsiiure, Jodkalium und jodsaurem Kalium 
unter Erhitzen, kann natiirlich nie und nimmermehr in der 
Schilddriise vor sich gehen: es liegt aber gar kein Grund fir 
die Annahme vor, dass der Jodirungsvorgang nicht jenem oben 
veschilderten — in schwach alkalischer Lésung bei Korper- 
temperatur — entsprechen sollte. 

Hier wie dort wirkt Jod auf das specifische Toxalbumin; 
in der Schilddriise sogar in statu. nascendi! Unter diesen 
Umstiinden muss man auch annehmen, dass die Folgeerschet- 
nungen der Jodirung die gleichen sind, niimlich eine mehr 
oder weniger vollkommene Entgiftung des in der Schilddriise 
vorhandenen Toxalbumins. 
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Es besitzt demnach die Schilddriise einmal dic 
Fiihigkeit, bestimmte toxische Substanzen aus dem 


Kreislauf abzufassen und zweitens sie zu entgiften 
und zwar mittelst Jod. 

Dass der Thyreoidea eine besonders geartete Jodabspaltende 
Kraft zukommt oder dass das Jod das einzige antitoxische 
Agens der Driise sei, habe ich niemals behauptet. Das mag 
sein: es ist aber gerade so gut moglich und erscheint mir wegen 
der Wirkung des Jodkaliums auf syphilitische Processe sogar 
wahrscheinlicher, dass das Jod aus den Jodverbindungen durch 
die Oxydationswirkung des Blutes frei gemacht wird und dann 
mit dem fiir Jod eine grosse Attractionskraft besitzenden Tox- 
albumin sich umsetzt. Hierbei entsteht eimerseits HJ resp. 
NaJ und andererseits mehr oder weniger gesiittigtes Jodeiweiss. 

Beide sind von Neuem der oxydativen Zersetzung zu- 
giinglich und es konnte recht wohl sein, dass sich in der 
Schilddriise solch ein continuirlicher Jodstoffwechsel abspielt: 
vielleicht aber — und dafiir spricht auch mancher Umstand — 
unterstiitzen) noch andere Oxydationsprocesse die Driise in 
ihrer entgiftenden Function. 

Ich glaube aber, wer vorurtheilslos an diese Erérterungen 
herantritt, wird den Satz von Roos!), dass das Vorkommen 
einer Jodirung im lebenden Organe bisher giinzlich unbewiesen 
ist, hiernach nicht mehr schwer nehmen und mit mir der 
Ceberzeugung sein, dass man, von der schdnen Entdeckung 
Baumann s ausgehend, allerdings auf anderen Pfaden, al- 
dieser hochverehrte Meister zuniichst glaubte, zu der Aui- 
kliirung wichtiger Lebensprocesse kommen kann. 


1) Il. Mittheillung, =. 251. 












Ueber Neurin und einige Verbindungen desselben. 
Von 
WI. G:ulewitseh. 


Mit zwei Abbildungen. 


Aus dem med.-chem. Laboratorium in Moskau. 


Der Redaction zugegangen am 1%. September 180s, 


Fir eine chemische Untersuchung des Gehirns musste 
ich, wie ich es friiher erdrtert hatte,!) die Verbindungen von 
Neurin genauer kennen lernen. Zu diesem Zwecke bereitete 
ich Neurin nach dem Verfahren von A. W. Hofmann,?) der 
diese wichtige Verbindung im Jahre 1858 entdeckt hat. 


Synthese des Neurins. 


Fir die Synthese von Neurin wandte ich eine absolut- 
alkoholische Loésung von Trimethylamin, das aus Tetramethyl- 
ammoniumjodid?) dargestellt wurde, und die zwischen 130,5° 
bis 131,5° (762 mm.) siedende Fraction von einige Male 
fractionirtem Aethylenbromid an. Ein Gemisch von diesen 
Verbindungen, deren etwa_ theoretisch berechnete Gewiclhits- 
theile mit einem geringen Ueberschuss von Aethylenbromid 
eenommen wurden, wurde in zugeschmolzenen Rohren 4 Stunden 
hei 40°—5S0° erwiirmt. Nach dem Erkalten waren die ROhren 
von schoénen, farblosen, gliinzenden, ziemlich langen prismatischen 
Krystallen erfiillt. Beim Eréffhnen der Rohren wurde nur ein- 
mal ein geringer Druck bemerkt: der Inhalt hatte alkalische 

1; Diese Zeitschrift, Bd. 24. S. 514. 


2) A. W. Hofmann, Compt. rend., Bd. 47, 3. 558. 
3) Diese Zeitschrift. Bd. 24. 8. é 
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Reaction und roch stark nach Trimethvlamin. Die Fliissigkeit 
sammt den Krystallen wurde ausgegossen, auf dem Wasser- 
hade eingeengt und die nach Erkalten ausgeschiedenen Krystalle 
abgesaugt und mit absolutem Alkohol ausgewaschen: aus der 
eingedamptten Mutterlauge war noch eine gewisse Menge von 
Krystallen zu) bekommen. Die Ausbeute betrug 55°'o der 
theoretischen. 

Die auf diese Weise erhaltene Verbindung: N-Br-(CH,).- 
CH,-CH,Br war in Wasser und in heissem Alkohol leicht, in 
kaltem Alkohol schwer J6slich: nach dem Erkalten einer 
alkoholischen Losung schieden sich hiibsche sternformige Drusen 
von kleinen Tafeln und gréssere Prismen aus: aus einer stark 
eingeengten wiisserigen Lo6sung wurden sehr grosse schiefe 
Prismen bekommen. Die Substanz schmolz unter Zersetzung 
bei 230,59; von Weiss?!) und Nothnagel?) wurde der 
Schmelzpunkt bei 230° gefunden. 

Die wiisserige Losung des erhaltenen Bromids wurde 
behufs Darstellung von Neurin mit einem Ueberschuss von 
frisch gefiilltem = Silberoxyd unter hiufigem Umschiitteln bis 
zur vollstiindigen Entfernung von Brom digerirt. 


Neurinverbindungen. 


Neurin, N-OH-(CH,),-CH:CH,, welches ich erhalten 
habe, hatte dasselbe Aussehen wie Cholin.3) Neurin verhalt 
sich gegen Salze der Schwermetalle auch wie ein starkes Alkali 
und verhindert die Coagulation des Eiweisses durch Kochen: 
Neurin, wie auch Cholin, treibt Ammoniak aus seinen Salzen 
sogar in der Kilte aus. 

Neurinchlorid, N-Cl-(CH,),-CH:CH,, ist in seinen 
Kigenschatten dem = Cholinchlorid @éhnlich. Die Untersuchung 
der Reactionen von Neurinchlorid, die mit wasserigen Losungen 
von 14 verschiedenen Concentrationen (4° o—1!/4000°/0) ausgefiihrt 
wurde, gab folgende Resultate*): | 

1) J. Weiss, Zeitschritt f. Naturw. Halle, Bd. 60, S, 238. 

2. G. Nothnagel, Arch. der Pharm.. Bd. 232, S. 262 ‘unce.) 

Diese Zeitschrift, Bd. 24, S. 517. 


Vergl. lc. Ss. o19—20, 
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Wenn man das Verhalten von Neurin- und Cholinchlorid 
zu verschiedenen Reagentien vergleicht, so bemerkt man, dass 
das Neurinsalz Niederschliige in viel verdiinnteren Loésungen 
gibt als Cholinchlorid: Neurin steht in dieser Hinsicht (wie 
auch in seiner pharmakologischen Wirkung) den Alkaloiden 


niiher als Cholin. Die mittelst) Gerbsiiure in Loésungen von 
Neurinchlorid hervorgerufenen Niederschliige haben ganz die- 
selben Eigenschaften wie Niederschliige von Cholintannat.!) 
Ebensowenig existirt ein qualitativer Unterschied = zwischen 
Neurin- und Cholinchlorid in ihrem Verhiiltniss zur Phosphor- 
wolframsiiure, welche nach Brieger’s Angaben?) keinen 
Niederschlag mit Neurinchlorid gibt. Ein solches Verhalten von 
Neurinchlorid der Phosphorwolframsiiure gegeniiber wiire sehr 
merkwiirdig, da diese Siiure die dem Neurin am niichsten 
stehenden Verbindungen (Cholinchlorid, Betainchlorid, Trimethyl- 
aminchlorid, Tetramethylammoniumjodid, |= Trimethylbrom- 
fithylammoniumbromid), sowie eine Unzahl der verschiedensten 
basischen Ammoniakderivate fillt. Wenn Neurinchlorid keinen 
Niederschlag mit Phosphorwolframsiiure giibe, so wire bei 
biologisch-chemischen Untersuchungen die Trennung des Neurins 
vom gréssten Theil der Ptomatine resp. Leukomatine und der 
sogenannten Extractiv -und Farbstoffe mittelst Phosphorwolfram- 
siiure sehr einfach und bequem;: leider aber bildet Neurin in 
dieser Hinsicht keine Ausnahme und wird durch Phosphor- 
wolframsiiure ebenfalls gefillt, wie ich es bei Priifung von 
ganz frisch bereiteten Lésungen des Neurinchlorids — sicher 
bewiesen habe, welches aus seinen reinen Doppelsalzen mil 
Platinchlorid, Goldchlorid, Quecksilberchlorid, sowie direkt aus 
Trimethylbromithylammoniumbromid dargestellt war: in allen 
Killen ausnahmslos wurden mit Phosphorwolframsiiure reich- 
liche Niederschliige erhalten und diese Siiture, wie es aus der 
oben angefiihrten Tabelle folgt, ist fiir Neurinchlorid sogar ein 
sehr empfindliches Reagens, da sie mit seiner selbst 00005", oigen 
Losung noch einen Niederschlag gibt. Wie man es_ erkliren 
1) Vergl. |. c., S. 522. 

2) L. Brieger, Ueber Ptomaine. Berlin 1885. 5. 3. 
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soll, dass Brieger keinen Niederschlag beim Zufiigen) von 


Phosphorwolframsiiure zur Losung von Neurinchlorid bekommen 
hat. ist schwer zu sagen. 

Neurinpikrat, C,H, (NO,),-O-N (CH,),.CH : CH,, wurde 
beim Vermischen einer wiisserigen Losung von Neurinchlorid 
mit einer concentrirten wiisserigen Losung von Pikrinsiiure 
erhalten: die aus heissem Wasser umkrystallisirte Substanz 
schied sich in’ federartig gruppirten, goldgelben Nadeln aus. 
die bis 4 em. lang und der Quere nach sehr zerbrechlich 
waren: unter dem Mikroskop erwiesen. sich diese Nadeln als 
parallele Aggregate von engen schiefen Tafeln, die AuslOschung 
der Polarisationsebene und die Axe der groOssten” Elasticitiil 
waren der langen Kante parallel. 

In diesen im Vacuum getrockneten Nadeln wurde dei 
Stickstoffgehalt) bestimmt: 

|. 0.0967 Substanz gaben nach Kjeldahl-Argutinsky s 
Verfahren eine 12.2 com. ‘10 NaOH == 0.01709 N éntsprechende Meng 
von Ammoniak. 


Gefunden: Berechnet fiir: 
| CH, 5,0 
N 17.68 0 17.88 ° 5 


Das Neurinpikrat schmilzt unter starker Zersetzung bei 
P6039 264": ber emer sehr langsamen Erwiirmung verkohlt e- 
vollstiindig, ohne zu schmelzen. In kaltem Wasser und— in 
kaltem Alkohol ist die Substanz schwer l6slich, lost sich abet 
in diesen Losungsmitteln beim) Erwiirmen = ziemlich leicht: in 
kiiuflichem Chloroform ist sie sehr schwer J6shch, in Aether. 
Benzol und Petroliither  unléslich. Bei einer Loéslichkeits- 
bestimmung (nach V. Meyer's!) Verfahren) wurde gefunden. 
dass 

Il. 16.655 der bei 23° gesiittigten wiisserigen Losung 0.1799 de- 
bet 110° getrockneten Riickstandes hinterliessen. 

Mithin lost sich 1 Theil) Neurinpikrat bei 28° in 91.6 
Theilen Wasser oder 100 Theile Wasser l6sen 1.09 Theile Salz 

Neurinplatinehlorid, (C,H,,NCh, + PtCl,, wurde 
beim Vermisehen alkoholischer Losungen von Neurin- und 


') V. Meyer, Ber. d. d. chem, Ges., Bd. 8, 8. 998. 
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Platinchlorid als gelber kiisiger Niederschlag erhalten: bei 
Krystallisation desselben aus Wasser schieden sich Krystalle 
bis 6 mm. Durchmesser aus, die dieselbe orangerothe Farbe 
wie Krystalle von Cholinplatinchlorid hatten. Bei Krystallisation 
von Losungen des Neurinplatinchlorids bilden sich stets mehrere 
Krystalle, die niemals bis zu emer ansehnlichen Grésse aus- 
wachsen, indem bei weiterem Verdunsten der Losung immer 
neue Krystalle entstehen; bei einer langsamen Krystallisation 


ler Losungen) von Cholinplatinchlorid) werden dagegen nur 
wenige, nicht selten sogar ein elnziger Krystall) erhalten und 
diese Krystalle wachsen immer mehr und mehr und kénnen, 
wie schon friiher gesagt,!) cine sehr grosse Dimension erreichen. 
Der eben erwahnte Unterschied lasst sich auch bei Krystalli- 
sation einer geringen Menge dieses und jenes Salzes beobachten. 
Neurinplatinchlorid) krystallisirt nach dem reguliiren) System 
und zwar in einer Combination von Oktaeder mit Wiirtel, 
wober die Wirfelfliichen sehr wenig entwickelt) sind: Spalt- 
barkeit vollkommene nach Oktaeder, Die Krystalle sind optisch 
isotrop, einmal wurde aber beobachtet, dass kleine oktaedrische 
Krystillchen, die sich vor einigen Tagen ausschieden, auf 
polarisirtes Licht in’ verschiedenen Theilen des Krystalls ver- 
~<chiedenartig einwirkten (wahrscheinlich gingen sie in) eme 
andere Modification tber) und nach Umkrystallisation aus 
heissem Wasser sich als optisch unwirksam erwiesen. Somit 
ist die Krystallform von Neurin- und Cholinplatinchlorid) ganz 
verschieden,?) so dass Krystalle der beiden Verbindungen von 
einander leicht zu unterscheiden sind. Selbst in) jenen nicht 
<eltenen Fiillen, wo Neurinplatinchlorid sich dem = Cholinsalze 
‘inlich in sechsseitigen Tafeln ausscheidet, kann man immer 
leicht bemerken, dass solche Tafeln erstens niemals auf einan- 
der dachziegelformig aufgeschoben sind, wie es beim Cholin- 
platinchlorid der Fall ist, und dass sie zweitens Oktaeder dar- 
bieten, in welchem ein Fliichenpaar ungleichmiissig stark ent- 
wickelt ist. Betrachtet man demgemiiss das Sechseck von oben, so 
') Diese Zeitschr., Bd. 24, S. 324. 
2) Vergl. 1. c., S. 52a—d27 
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bemerkt man, dass es durch trapezische Fliichen begrenzt ist, die 
abwechselnd so gerichtet sind, dass die eine von oben und innen 
nach unten und aussen, die andere von oben und aussen nach 
unten und innen geht (Fig. 1),!) wihrend die Fliichen, durch 
welche die Sechsecke von Cholinplatinchlorid begrenzt sind, alle 

von oben und innen 








“™ 
‘ Pie. ike nach unten und aussen 
> eee ™ ; - 

(7 ~~, gerichtet sind (Fig. 2), 
| 
| | | da die stark entwickelte 
\ 
} | | sechseckige Fliiche in 
/ i - ‘ 2 = ° 
le diesem Falle keine Pyra- 
ge ail ail . ue 
Fie. 4 et Fal midenfliiche , sondern 
Fig. 2 Klinopinakoid ist. 


Das von mir dargestellte Neurinplatinchlorid = schmolz 
unter starker Zersetzung bei 195,5°—198°: die Substanz von 
einer anderen Darstellung zeigte den Zersetzungspunkt bei 195,5° 

-197°: in einem = dritten Falle wurde er ber 196° — 198° 
gefunden. Also wurde aus unbekanntem Grunde auch hier, 
wie beim Cholinplatinchlorid, der Zersetzungspunkt um 15°— 20° 
niedriger gefunden, als er von anderen Verfassern?) angegeben 
worden. Ist. 

Die Reinheit) der Substanz und die Abwesenheit von 
Krystallwasser wurden in zwei Fallen durch folgende Bestim- 
mungen bewilesen: 

Il. 2.9074 der frisch umkrystallisirten und zwischen Filtrirpapier 
vetrockneten Substanz verloren bei 110°—115° 0.0028 an Gewicht. 

IV. 0.1447 der getrockneten Substanz gaben beim Gliihen 0,0487 Pt. 

V. 3,0366 der frisch umkrystallisirten und zwischen Filtrirpapier 
cvetrockneten Substanz verloren bei 110°—115® 0,0050 an Gewicht. 

VI. 0.2148 der getrockneten Substanz hinterliessen beim Gliihen 
QO.0717 Pt. 


1) Grésserer Anschaulichkeit wegen sind die Krystalle fiir beide 
Zeichnungen nicht in iiblicher Weise gestellt, sondern so, dass die stirker 
ausgebildeten Flichen dem Beobachter gerade zugekehrt sind. 

2) J. Weiss, Zeitschr. f. Naturw., Halle, Bd. 60, S. 238. 

J. Bode, Ibid., Bd. 62, S. 151; Ann. d. Chem., Bd. 267, 8. 275 
EK. Schmidt, Arch. der. Pharm., Bd. 229, S. 471. 

(i. Kleine, Zeitschr. f. Naturw., Halle, Bd. 66. S. 46. 

G. Nothnagel, Arch. d. Pharm., Bd. 232, 8, 304. 
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Gefunden: 
II lV \ V1 
HO O10" 5 — O.168 5 ian 





Pt pm 33 66% a 33.38% 


Berechnet fiir: 


(C,H,,NCD, + PtCl, —- H,O (C,H, NCD, + Ptcl, 
H,O 3.0L°'o ne 
Pt 32,59 °/o 33.602 5 


Brieger?) hat gefunden, dass ein Priiparat vom Platin- 


chloriddoppelsalze des kiuflichen Neurins eine bedeutende Menge 


von Wasser enthielt: ebenso hat auch Baeyver?) einmal Neurin- 


wlatinchlorid bekommen, welches 4.2 Molekiil Krystallwasser 


enthielt. 


Wie in kaltem, so ist auch in heissem Wasser das Neurin- 


platinchlorid viel schwerer loslich als das Cholinplatincehlorid, 


doch ist es in Wasser ziemlich Il6slich: namentlich ber 205° 
lost sich 1 Theil Salz in 37,6 Theilen Wasser oder LOO Theile 


Wasser lésen 2,66 Theile Salz: 


VIL. 15.409 der bei 20,5° gvesiittigten wiisserigen Losung hinterliessen 


0.3391 des ber 115° getrockneten Riickstandes. 


Jeim Erkallen von heissen Lésungen bleibt die Losung 


leicht tibersittigt. 


Neuringoldchlorid, C,H,,NCl+ AuCl,, wurde beim 
Vermischen concentrirter L6sungen von Neurin- und Goldehlorid 


als gelber, kiisiger Niederschlag erhalten, welcher nach dem 


Umkrystallisiren aus heissem Wasser goldgelbe, nadelformige, 
bis 1%2cem. lange Krystalle gab, die unter dem Mikroskop als 


wus parallelen Aggregaten von langen und sehr engen Tafeln 


bestehend sich erwiesen: die Ausloschungsschiefe der Polari- 


sationsebene bildete mit langer Kante 6° (fiir Na-Licht). 


Krvstallisation des Salzes aus einem Tropfen heisser wiisseriger 


Losung wurde unter dem Mikroskop Ausscheidung von kreuz- 


resp. sternformig gruppirten Tafeln beobachtet, die verschieden- 


artigste, meist ganz unregelmiissige Form hatten. 
Das Neuringoldchlorid enthilt kein Krystallwasser. 


1) L. Brieger, Ueber Ptomaine, S. 33. 
*) Ad. Baeyer, Ann. der Chem., Bd. 140.8. 3 














VIII. 0.2826 der frisch umkrystallisirten und zwischen Filtrirpapie: 
abgepressten Substanz verloren bei 110° 0,0010 an Gewicht. 


IX. O.1440 der ber 110° getrockneten Substanz gaben beim Gliihen 
0666 Au. 


Gefunden: Berechnet fiir: 

VIII 1X C,H,,NCI-+ AuCl,+ H,O C,H, NC]+ Au), 
H,O 035°) — t.06° 5 = 
Au — 6,22)? 0 — 46.38! 


“wel Praparate von verschiedener Darstellung schmolzen 
unter Zersetzung bei 228°—232°:; von Klein (1. ©.) ist) der 
schmelzpunkt zu 238°— 239" angegeben. 

In kaltem Wasser ist Neuringoldchlorid sehr schwer |6s- 
lich: bet 24,5° l6st sich 1 Theil Salz in 336,5 Theilen Wasser 
oder 100° Theile Wasser l6sen 0,297 Theile Salz. 

X, 15,156 der bei 21.5° gesiittigten wisserigen Lésung hinterliessen 
O.0449 des bet 115° vetrockneten Riickstandes. 

In heissem Wasser, sowie auch in Alkohol ist) Neurin- 
eoldchlorid) ziemlich leicht l6slich: aus alkoholischer L6sung 
wird es durch Aether gefillt. 

Neurinquecksilberchlorid: 1) C,H,,NCl+6HgCl,: 
2) CH,,NCL + Hel, — Beim Vermischen — alkoholischer 
Losungen von Neurin- und Quecksilberchlorid wurde ein krystal- 
linischer Niederschlag erhalten, welcher nach dem Umkrystalli- 
siren aus heissem Wasser sich als ein Gemenge von zwel 
Verbindungen erwies, wie die Ergebnisse eimiger Analysen und 
Schmelzpunktbestimmungen zeigten. Die Trennung beider Ver- 
bindungen von einander war sehr schwierig. Keine besseren 
Resultate gab fractionirte Fiillung von alkoholischer Losung 
des Neurinchlorids mit alkoholischer Lésung von Quecksilber- 
chlorid, sowie auch Krystiallisation eines  Gemisches von 
Wiisserigen Losungen des Neurin- und Quecksilberchlorids. Nach 
zahiveichen fractionirten Krystallisationen aus heissem und 
kaltem Wasser konnte ich schliesslich eine kleine Menge von 
beiden Neurinquecksilberchloriddoppelsalzen in reinem Zustande 
erhalten: die eine Verbindung enthielt 6 Molekiile Quecksilber- 
chlorid, die andere nur 4 Molekiil davon, wie es folgende 


Analysen zeigen. 
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XI. 0.2070 der im Vacuum getrockneten Substanz gaben 0.1640 Hes: 


aus dem mit CaCO, eingedampften Filtrate davon wurden 0,2192 Ag Cl 
erhalten. 


Gefunden: Berechnet fiir: 
XI C.H,, NC] + 6HeECl, 
He 68.30° 5 68,72" 6 
Cl = 26,19 95 26.36 ° o 
XII. 0.1495 der im Vacuum getrockneten Substanz lieferten 0.0879 Hes. 
Gefunden: Berechnet fiir: 
XII C,H, NC] — Hel, 
He 50.69% 5 DLO? 6 


Um zu erfahren, ob die Ursache des verschiedenen Ge- 
haltes von Quecksilber eine eventuell beigemischte Quecksilber- 
chloridverbindung von irgend einer anderen Base war, unter- 
suchte ich zwei Mutterlaugen von unreinen Quecksilberchlorid- 
doppelsalzen, die bei der Analyse 58,38°/0 resp. 51,58°/0 Hg gaben. 
Ich fiihrte diese Mutterlaugen in Platinchloridverbindungen tiber 
und erhielt in beiden Fiillen gut ausgebildete Krystalle von 
Neurinplatinchlorid ohne Beimischung von irgend eimer anderen 
Verbindung: die Identitéit dieser Krystalle mit) Krystallen) von 
Neurinplatinchlorid) wurde, ausser der Krystallform, in einem 
Kalle auch durch Platinbestimmung bewiesen: 

XII. 0.2468 der bei 115° getrockneten Substanz gaben beim 
Gliihen 0.0825 Pt. 


Gefunden: Berechnet fir: 
XII. (CLH,,NCl), + Pte, 
Pt 33.43 ° o 33.60 8/5 


Die Verbindung von Neurinchlorid mit 6 Molekiilen Queck- 
silberchlorid scheidet sich aus wiisseriger LOsung in kleinen 
(1--2 mm.), farblosen, matten, sehr zerbrechlichen, tafelformigen 
Krystallen aus, ist in Wasser schwerer als die andere Ver- 
hindung l6slich und schmilzt unter Zersetzung bet 230,5°-—-234°. 
Unter dem Mikroskop erwiesen sich diese Krystalle als aus 
pirallelen Aggregaten von sehr kleinen Prismen bestehend, die 
ihrer Liinge nach so zusammengewachsen sind, dass die eine 
breite Fliiche des Aggregates eben ist und kaum eine Spur 
von Zergliederung zeigt, wiihrend die andere breite, sowie die 
meisten engen Flichen zernagt und mit unregelmiissigen Ver- 
fefungen versehen sind: dessen ungeachtet waren die Reflexe 
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aziemlich gut und einfach, da die einzelnen Krystillchen streng 


parallel zusammengewachsen waren. 

Krystallsystem asymmetrisch. Beobachtete Combination 
1O0!, (OOL!, (110), 110), MO4!, {101}, (112!1); tafelformig nach 
LOO!, oder nach einer der Prismenflichen: die Domen = sind 
sehr untergeordnet, /112! kaum bemerkbar. 


Resultate der Messungen. 


Gefunden: schwankung: Berechnet: nk. Fa 
*(100)5 (110) = G63°D8.5!  63°49,0‘'— 64° 8,0! ~- 19 7 — 
*(100) 2 (110) = 56° 45° 55% 4,0'— 56°95 9 — 20 7 — 
*(100) : (001) = 84° 3,5 83°55,0'\— 84° 7.00 — = & = 
*C110) (001) = 95°20,5' 95°14,5'— 95°23,5° 44 — 
*(OO1): (101) = 45927,5'  45926,0'— 45930,5° 656 = 

(110): (110) = 59°50 59°32.5’— 609 3,5 49°57,.0' 21 7 —0°2,0' 
(100): (101) = 50929,5'  50925.0/— 50°36,0' 50290 14 5 + 05 
(101): (100) = 449 1,0! 43°59,0/— 44° B00 44° 505 2 Lt — 40 


(LOL): (O01) == 39°95!  39°S9.0'/— 39°95 B9%B5 2 1 4+ 10 
(110): (001) == 100°41,5/ 100938,0/— 100°44,0' 100°43,0° 12 3 — 15 


(101): (110) = 112948.5' 112°44.0'—112°50,5' 1129435 4 2 + 50 


(101): (110) = 75°14 1.0% 75®10.0‘— 7d°16.0! 7d°12.0' 6 2 — 10 
(112): (110) - MBI — -44)939.0'—  40°40.0'  40°37.0/ Q 4 a 2 
(112): (001) — 3841.0! 38°40.0'— 38°42.0'  38°40.0/ 7+ t -— if 


a= 81° 5,0’ 

B == 95° 10,0' 

~ = 85°37,0/ 
a:b:c = 1,7167 : 1: 1,608. 

Zu optischen Untersuchungen waren die Krystalle un- 
brauchbar. 

Die Verbindung C,H,,NCl—+ HgCl, krystallisirte in’ par- 
allelen Ageregaten) von sehr engen und ziemlich langen, pris- 
matischen, farblosen, wenig durchsichtigen, sehr zerbrechlichen 
Krystallen. Dieses Salz ist in Wasser ziemlich leicht léslich 
und schmilzt unter Zersetzung bei 198,5°—199,5°. 


1, (101) und (112). die nur einmal beobachtet wurden, hatten 
keine Parallele: es ist aber wohl méglich, dass (101) und (112) lediglic! 
zufiillig fehlten, da die Flachen dieses Krystalls sehr uneben waren 
Alle tibrigen Flichen hatten die ihnen Parallelen. 




























Um zu priifen, ob Neurinchlorid durch Quecksilberchlorid 
in alkoholischen Lésungen vollstiindig gefaillt wird, versetzte 
ich eine alkoholische Losung von Neurinchlorid (aus 1,5 gr. 
Platindoppelsalz bereitet) mit einem Ueberschuss einer heissen 
concentrirten alkoholischen L6sung von Quecksilberchlorid und 
filtrirte den Niederschlag nach liingerem Stehen ab: aus dem 
Filtrate konnte ich dabei nur 0,007 gr. Neurinplatinchlorid 
hekommen. 


Verhalten des Neurins und seiner Verbindungen 
gegen Reagentien. 

Verdiinnte, wiisserige Losungen von Neurin werden beim 
Kochen nicht zersetzt, aus concentrirten Losungen entweicht 
dabei Trimethylamin. Die Entwicklung von einem starken 
Geruch nach Trimethylamin beobachtete ich auch bei Ein- 
wirkung von Magnesiumpulver sogar auf verdiinnte Losungen 
von Neurinplatinchlorid., 

Neurin (als Chlorid) genommen) wird in- verdiinnten 
Losungen weder beim Kochen mit concentrirtem Barytwasser 
withrend 12 Stunden, noch bei der Einwirkung von Natrium- 
alkoholat in der Kilte (in alkoholischen Losungen) wahrend 
24% Stunden zersetzt, wie es folgende Analysen von Platin- 
doppelsalzen zeigen, die aus Reactionsprodukten dargestell 
und aus Wasser umkrystallisirt waren: 

XIV. 0.2372 der bei 115° getrockneten Substanz gaben beim 
Gliihen 0.0794 Pt. 

XV. 0,1760 der bei 115° getrockneten Substanz hinterliessen beim 
Gliihen 0.0597 Pt. 


Gefunden: Berechnet fiir: 
XIV XV (C,H, NCD, + PtCl, 
Pt 33,47 9/0 33.92 °/o 33.602 0 


Im ersten Versuche gab das aus 0,60 gr. reinem Neurin- 
platinchlorid dargestellte Neurinchlorid nach dem Kochen mit 
Barythvdrat wiederum 0,57 gr. Platindoppelsalz. 

Die mit Salzsiiure angesiiuerten wiisserigen LOsungen von 
Neurinchlorid kénnen auf dem Wasserbade ohne Zersetzung 
erwiirmt werden: 33 ccm. einer Losung, worin 0,25 gr. Neurin- 
chlorid und 0,85 gr. freie Salzsiiture waren, wurden auf dem 
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Wasserbade zum Trocknen verdampft; das aus dem Riick- 
=tande dargestellte Golddoppelsalz enthielt nach Umkrystallisires; 
16.25» Au (S. 184, Anal. IX), wihrend fiir Neuringoldchlorid 
(658° 0 Au berechnet sind. 

Neurinplatinchlorid wird keineswegs beim Umkrystallisiren 
ius heissem Wasser unter Aufnahme der Elemente von 1 Molekii! 
Wasser in Cholinplatinchlorid tibergeftihrt, wie es Liebreiceh?) 
behauptet: sonst hiitten gewiss die tibrigen Verfasser, die mit 
Neurinplatinchlorid) arbeiteten, eine solche Umwandlung eben- 
falls beobachtet und konnten bet zahlreichen Analysen. tiber- 
haupt keine fiir Neurinplatinchlorid) gut stimmenden = Zahlen 
bekommen. Bet mehrmaligen Umkrystallisationen von reinerm 
Neurinplatinchlorid) und von einem Gemisch desselben mit 
Cholinplatinchlorid konnte auch ich, indem ich die Menge des 
vorhandenen Neurinsalzes bestimmte, keine Umwandlung von 
Neurinplatinchlorid) in die Cholinverbindung bemerken. 

Die doppelte Bindung des Neurins wird unter Einwirkiung 
von Jod- und Bromwasserstoffsiiure, von Brom und von Unter- 


chlorigsdiure gelost.?) 


Marburg a. L., den 17. September 1898. 


1) O. Liebreieh, Ber. d. d. chem. Ges., Bd. 2. S. 12. 
2) J. Bode, Ztschr. f. Naturw., Halle, Bd. 62. 8. 125; Ann. d. Chem 
Bd. 267, S. 268. 


schmidt. Ann. d. Chem., Bd. 267, 5. 300. 
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Zur Kenntniss der Fette im Sauglingsalter und der Fettleber bei 
Gastroenteritis. 
Von 


Dr. Martin Thiemich., 
Assistenten der Klinik. 


(Aus der Universitats-Kinderklinik zu Breslau.) 


(Der Redaction zugegangen am 20. September 1898. 


In einer friiheren Arbeit habe ich!) auf Grund mikro- 
-kopischer Untersuchungen eine Degeneration der Leber bei 
magendarmkranken Siiuglingen als hiufigen Befund beschrieben. 
Die augenfiilligste Verinderung besteht in solchen Fiillen meist 
in einer diffusen oder herdweisen Verfettung des Organs bis 
zu solchen Graden, wie sie z. Bb. bei der Phosphorvergiftung 
oder bei der Giinsestopfleber bekannt sind. Bei der Schilderung 
dieser Ergebnisse war ich damals gendthigt, zu der Frage 
Stellung zu nehmen, ob es sich hierbei um eine Fettinfiltration 
oder eine Fettdegeneration handelt. Daraus, dass ich Leber- 
verfettungen selbst bei stark untererniihrten Kindern und_ bei 
solchen fand, denen in den letzten 36—48 Stunden vor dem 
Tode wegen der gastrointestinalen Intoxicationserscheinungen 
liberhaupt keine Nahrung, sondern nur Wasser’ verabreicht 
wurde, schloss ich, dass eine Fiitterungsinfiltration nicht an- 
zunehmen sel. 

Weiter aber konnte ich itiber die Herkunft des abnorm 
hohen Fettgehaltes nichts aussagen: wenn ich auch im Hin- 
blick auf die oft gleichzeitig gefundene schlechte Fiirbbarkeit 

1) Thiemich, Ueber Leberdegeneration bei Gastroenteritis. Zieg- 
ers Beitrige z. patholog. Anatom. u. allgem. Pathologie. Bd. XX, 
S. 179 (1896), 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, XXVI. 
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der Leberzellkerne selbst an ganz frischen Objecten) und au! 
Grund theoretischer Ueberlegungen die pathologische Natur de- 
Befundes scharf betonte. so blieb doch die Frage ganz offen. 
ob hierbei das Fett in der Leber aus den Parenchymzelle 
gebildet oder ob es aus einem der schwindenden Fettdepot- 
in Korper in die Leber transportirt und dort abgelagert sei 
Fir diejenigen Fille, in welchen eine sehr betriichtliche Zu- 
nahme des gesammten Lebervolumens vorhanden ist, muss aller- 
dings mit grosser Wahrscheinlichkeit das Letztere angenomme 
werden. Denn im Falle eine Fettbildung aus Eiweiss iiber- 
haupt vorkommt, muss die bei der Spaltung des Eiweissmolekiil- 
resullirende Menge von Fett jedenfalls kleiner sein, als die 
urspriingliche, die Spaltung eingehende Eiweissmenge: es kann also 
die so entstehende Fettmenge niemals zu einer Vergrésserung de- 
Lebervolumens Veranlassung geben. Neben der Fettinfiltration 
kann aber die Fettdegeneration nicht a priori ausgeschlossen 
werden. 

Ich habe seither bei einer sehr grossen Zahl von Ob- 
ductionen kranker Siuglinge dem = makroskopischen Verhalter 
der Leber gerade mit Riicksicht auf die Herkunft des abnorm 
reichlichen Fettgehaltes Beachtung geschenkt und ausserden 
etwa 30 weitere Fille auch mikroskopisch untersucht, so das- 
ich im Ganzen iiber ca. 60 derart verfiige. Ich kann danacth 
hehaupten, dass nennenswerthe Grade von Fettleber nur bei 
solchen Kindern gefunden werden, welche zur Zeit des letalen 
Ausgangs noch ausreichende Fettmengen im) Panniculus  adi- 
posus besitzen. Ist ein Kind durch langdauernde Verdauung-- 
storungen allmahlich seines Unterhautfettes so weit beraubt. 
wie wir dies bei der sogenannten Paedatrophie bestiindig sehen. 
dann findet man die Leber ebenfalls fettarm. Dass umgekeli! 
nicht jedes im Momente des Todes noch fettreiche Kind eine 
Fettleber aufweist, bedarf kaum besonderer Erwiihnung. 

Obwohl nun, wie ich schon erwiihnt habe, eine Fettlebe: 
auch bei solchen Kindern zur Beobachtung kam, denen keine 
oder doch ungeniigende Nahrung zugefiihrt werden musste. = 
bleiben doch einige iibrig, bei welchen wir keine therapeutiscl 
Indication hatten, die Nahrung auszusetzen oder einzuschriinker 
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ia in einem Theil derselben wurde sogar eine sehr tettreiche 
Nahrung - verdiinnte Sahne — gegeben. Fir diese Fiille 
kinnte also a priori eine Fiitterungsinfiltration der Leber an- 
eenommen werden. 

Die Entscheidung dieser verschiedenen Moéglichkeiten kann. 
wie dies Virechow?) schon vor mehr als 50 Jahren betont hat, 
nur von der Chemie geliefert werden 

Dass dieser von Virchow gegebene Fingerzeig fiir die 
menschliche Pathologie bisher wenig beachtet worden ist, findet 
vielleicht seine Erkliirung darin, dass bis vor wenigen Jahren 
die Methodik, welche fiir die chemische Untersuchung der Fette 
zu Gebote stand, eine iiusserst umstiindliche war und dass 
sie ferner die Bearbeitung sehr grosser Fettmengen erforderte. 
Krst in den sogenannten quantitativen Reactionen ist eine Me- 
thodik geschaffen worden, welche fiir physiologisch-chemische 
Untersuchungen brauehbar und aussichtsvoll ist. 

Ehe ich auf diese Dinge eingehe. scheint es mir no- 
thig, die Gewinnung meines Untersuchungsmaterials zu be- 
schreiben, 

Von der zu untersuchenden Leber wurde ein Stiickchen 
behufs mikroskopischer Durchmusterung abgeschnitten und in 
Miller’sche Fliissigkeit gebracht. Die Hauptmasse oder bei 
sehr grossen, fettreichen Lebern die Hiilfte bis ein Drittel des 

Organs wurde nach soregfiiltiger Entfernung der Gallenblase mit 
ihrem Ausfithrungsgange sowie der anhiingenden peritonealen 
Ligamente auf einem saubern, trockenen Hackbrette mit einem 
Wiegemesser zerschnitten und zerquetscht, der Leberbrei in 
ein grosses, weithalsiges Glasgefiiss mit eingeschliffenem Stopsel 
gebracht, mit ca. 95° oigem kiiuflichen Spiritus tibergossen und 
— in den meisten Fiillen — bei 40—50° aufgestellt. Der 
Spiritus wurde mehrfach gewechselt, die abgegossenen Mengen 
in einer Porzellanschale abgedampft, der gesammte Riickstand 
der Alkoholextracte mit Aether ausgezogen. Nach mehrtigigem 
Stehen wurde die von Alkohol durchfeuchtete und so dem 


1,Virchow. Arch. f. patholog. Anatom. u. Physiol. Bd. I. 5. 151 


1847), 
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Aether zugangliche Lebersubstanz im Soxhlet schen Extractions- 
apparate etwa 24 Stunden lang mit reichlichen Mengen Aether 
extrahirt. Diesem Aetherextracte wurde das aus den Alkohol- 
riickstiinden gewonnene hinzugefiigt und der Aether verjagt. 
Anfangs habe ich, um nicht durch hohe Temperaturen 
das Lecithin zu zerstOren, mich mit dieser Extraction begniigt, 
weil ich vorhatte, das Lecithin im Aetherextracte quantitatiy 
neben dem Fett zu bestimmen, spiiter, als ich aus verschiedenen 
Griinden diesen Plan aufgegeben hatte, habe ich den Leberbrei 
mit Alkohol ausgekocht und dann in der angegebenen Weise 
mit Aether extrahirt. Da es mir nicht darauf ankam, den 
Procentgehalt des Organs an Fett bezw. itherl6slichen Sub- 
stanzen tiberhaupt zu ermitteln, geniigte das von mir einge- 
schlagene Verfahren, bei welchem ich vor Allem die iiusserst 
miihsame Arbeit des Zerreibens der lufttrockenen Substanz 
erspart habe. Andererseits aber moéchte ich auf die Angaben 
von Noél Paton,!) und 0. Frank?) hinweisen, nach welchen 
— entgegen Dormeyer?) — nur kleine, weniger als 0,5° 9 
betragende Mengen der Extraction entgangen sein diirften. Es 
scheint mir das aus dem Grunde wichtig zu sein, weil nach 
den Untersuchungen von Elly Bogdanow‘) itiber die Fette 
des Muskels die zuletzt gewonnenen, schwer vollstindig ge- 
winnbaren Aetherextracte eine von der Hauptmasse des Extractes 
abweichende Beschaffenheit zeigen. Wenn das Gleiche fiir die 
Leber gilt, so ist in der That auf eine geniigend vollstindige 
Extraction Werth zu legen. Die von Polimanti®) vorge- 
schlagene, verlockend einfache Methode, durch anhaltende= 


1) DP. Noél Paton, On the relationship of the liver to fats. Jour- 
nal of physiology XIX, p. 167. Ausfiihrl. Referate finden sich im Cen- 
tralbl. f. Physiolog. 1896 u. indem Maly’schen Jahresber. f. Thierch. 186. 

2). Frank, Eine Methode, Fleisch von Fett zu befreien. Zeit- 
schrift f. Biolog. Bd. 35, S. 549. 

3, C. Dormeyer, Die quantitative Bestimmung von. Fetten, Seifen 
und Fettsiiuren in thierischen Organen. Pfliiger’s Arch., Bd. 65, 5. 90. 

4, FE. Bogdanow. Ueber die Fette des Fleisches, ebenda Bd. 69, 
S. St und Weitere Untersuchungen u. s. w., ebenda Bd. 68, S. 408. 

>, O.Polimanti, Ueber die Methoden der Fettbestimmung, ebenda 


Bd. 70. S. 366. 
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Schiitteln mit Aether unter Zusatz von metallischem Queck- 


silber die Extraction vorzunehmen, ist durch Nerking?!) einer 
yernichtenden Kritik unterzogen worden und. diirfte damit 
definitiv aus der Welt geschafft sein. 

Das Aetherextract besteht nun keineswegs nur aus Neutral- 
fetten: aus diesem Grunde sind diejenigen Angaben, z. b. von 
Perls?) und von Weyl und Apt,*) welche von dieser Voraus- 
setzung ausgehen, nicht zutreffend. Einen wechselnd grossen, 
aber keinesfalls zu vernachliissigenden Antheil bilden die Chole- 
sterine und Lecithine, welch letztere nach dem von mir ge- 
iibten Verfahren nicht zerst6rt werden (Paton), sondern in 
das Aetherextract tibergehen. Nach dem Verjagen des Aethers 
bleibt eine bet Zimmertemperatur schmierige, braungelb bis 
braunroth gefiirbte Masse zuriick, in welcher die Neutraltette 
die anderen Substanzen in Losung halten. 

Kine Trennung der Neutralfette ist nur durch Verseifung 
moglich. Ich habe dazu statt des Kochens mit alkoholischer 
Kalilauge die von Kossel und Obermiller*) empfohlene 
Natriumalkoholatmethode benutzt, welche zur Bildung derber, 
leicht abfiltrirbarer Seifen fiihrt. 

Die Seifen sind in Aether, in so geringem Grade loslich, 
dass es durch wiederholtes Auswaschen des Seifenbreies mit 
Aether oder durch Ausschiitteln der Seifenl6sung mit demselben 
verhiiltnissmiissig leicht gelingt, dieselben von aetherlOslichen 
Bestandtheilen zu befreien. Der Verlust an Seifen, welcher 
dabei eintritt, kann unberiicksichtigt bleiben, wenn es, wie in 
meinem Falle, nicht auf eine quantitative Abscheidung der 
Seifen bezw. der daraus gewonnenen Fettsiituren ankommt: 
librigens kOnnen die kleinen, in Aether gelosten Seifenmengen 


1) J. Nerking. Ueber O. Polimanti’s Methode der Fettbestim - 
mung. ebenda Bd. 71, 8S. 427. 

2) Perls, Centraibl. f. medicin. Wissenschaften. Bd. 11, 5. 801. 

8) Weyl und Apt. Ueber den Fettgehalt pathologischer Organe. 
Virchov’s Arch., Bd. 95, 8. 351. 

4) A. Kossel und K. Obermiiller. Eine neue Methode zur Ver- 
seitung von Fettsiiure-Aethern. Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. XIV, 
=. 599 (1890). 
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nach einem Verfahren von Hoppe-Sevler!) zuriickgewonnen 
werden. Ich habe, da es mir nur darauf ankam, die Zusammen- 
setzung des Fettsiurengemisches kennen zu lernen, darauf Ver- 
zicht geleistet. 

Die mit Aether gewaschenen Seifen werden in reichlicher 
Menge kochenden destillirten Wassers gelést, aus der Losune 
die Fettsiiuren durch Uebersiittigen mit verdiinnter Schwefel- 
siiure abgeschieden. 

In Bezug auf die Darstellung der Leberfettsiiuren ist noch 
Folgendes zu bemerken. Beim Verseifen der in  reichlichen 
Mengen Aether mit gelbrother bis* rothbrauner Farbe klar ge- 
losten Aetherausziige mit iiberschiissigem, frisch bereitetem 
Natriumalkoholat schied) sich ein Theil der Farbstoffe als 
dunkelrothbraune Schmiere ab, welche sich auf dem Boden 
des Glases absetzte und spiiter auch durch grosse Mengen Ofter 
erneuten Aethers nicht mehr in Lésung zu bringen war. Ein 
anderer Theil des Farbstoffes aber haftete fest an den Seifen 
und liess sich durch Waschen mit Aether nicht entfernen, 
withrend dies bei den sogenannten Lipochromen nach = den 
Beobachtungen von Kiihne?) und von Maly?) gelingt. Auch 
nach Zerlegung der heissen Seifenl6sung mit verdiinnter Schwefel- 
siiure blieb dieser Farbstoffrest grésstentheils an den sich ab- 
scheidenden Fettsiiuren haften. Je fettiirmer die Leber war, 
desto intensiver waren die aus ihr gewonnenen Fettsiuren 
gefiirbt, withrend bei hochgradiger Fettleber die Fettsauren 
ebenso schwach gefiirbt oder farblos waren, wie diejenigen des 
Unterhautfettes. Die an der Oberfliiche nach lingerem Stehen 
klar abgesetzten Fettsiiuren wurden zuerst im Becherglase, 
dann auf dem Filter griindlich mit heissem destillirten Wasser 
ausgewaschen, sammt Filter erst im Luftbad bei ca. 105° 
einige Stunden lang und darauf 24—48 Stunden im Vacuum 
liber Schwefelsiiure getrocknet, schliesslich in Aether aufge- 
nommen und nach Verjagen des Aethers in einer, Schale ge- 


\) Hoppe-Seyler, Handbuch, 6. Aufl., 1893 S. 404. 
2) Cit. nach Neumeister, Lehrb. d. physiol. Chemie, Bd. I, 
1893, S. 69, 
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vesammelt. Ebenso wurde ber der Darstellung der Unterhaut- 


feltsuuren vorgegangen. 
Das auf dem geschilderten Wege gewonnene Fettsiiuren- 


vemenge stammt nun — und das ist ein fundamental wichtiger 
Punkt — keineswegs nur von den Neutralfetten her. Ein Theil 


desselben wird bei der Zerlegung des Lecithins, welche beim 
Verseifungsprocess eintritt (Xossel und Obermiiller), ab- 
gespalten, ein anderer findet) sich vielleicht) in’ esterartiger 
Bindung mit dem Cholesterin, welche wahrscheinlich durch 
das Natriumalkoholat) ebenfalls zerst6rt wird: ich schliesse 
dies aus dem Umstand, dass nach der Angabe der Autoren 
Lanolin, welches grésstentheils aus Cholesterinestern besteht, 
durch Natriumalkoholat leicht verseift: wird. Ein dritter Theil 
der Fettsiituren, welcher nicht in Neutralfetten gebunden ist, 
lindet sich frei oder vielleicht in complicirter organischer Bin- 
dung, aus der er in den Aether iibergeht, ein vierter schliesslich 
ist im Jecorin gebunden. 

Es ist also klar, dass wir einen Fehler begehen, wenn 
wir die siimmtlichen Fettsiuren als an Glycerin gebunden, als 
Neutralfett annehmen. Die Grodsse dieses Fehlers hiingt in 
leicht ersichtlicher Weise von den relativen Mengen der theils 
als Neutralfett, theils frei oder in anderer Bindung vorhandenen 
Fettsiuren ab. Es wire zu diesem Behufe sehr wiinschens- 
werth, iiber die in der Siauglingsleber iiberhaupt vorkommenden 
Quantitiiten, besonders von Lecithin und Cholesterin, irgend 
welche Anhaltspunkte zu besitzen. Das ist) nun bisher nicht 
der Fall. Zwar liegen dariiber eine Reihe von Angaben vor, 
welche an verschiedenen Thierspecies gesammelt wurden, die- 
selben lassen sich aber keineswegs auf den Menschen iiber- 
tragen und bieten untereinander sehr grosse, vielleicht durch 
Miingel der Methodik bedingte Differenzen dar. Ein Beispiel 
dafiir ist folgendes: Lummert!) berechnet (aus der Acetylzahl) 
im Leberextract 23,3—34.9" 0 Cholesterin, Paton gibt datiir 
0.03—0.04",0 an! Der letztgenannte Autor tand bei ver- 


1) Lummert, Beitrage zur Kenntniss der thierischen Fette. 
Pflager’s Archiv, Bd. 70, 1898, 
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schiedenen Thieren im «Rohfett. der Leber — so bezeichne: 
er das gesammte Aetherextract — nach den Resultaten de; 


Verseifung 40—90° 0 Fettsiuren und fast die Halfte dieser in 
Lecithin gebunden. 

Je groésser die Menge des in der Leber aufgestapelten 
Neutralfettes ist, das wir makroskopisch und an seinen mikro- 
skopischen Reactionen ') erkennen, um so kleiner wird natiirlich 
der Fehler, wenn wir alle gefundenen Fettsiiuren als det 
Neutralfett angehorig annehmen, Ausserdem ist Folgendes zu 
bedenken: Im Molekiil der Neutralfette tberwiegen quantitativ 
die Fettsiiuren um das Vielfache das Glycerinradical, wiihrend 
im Lecithin und Cholesterinester-Molekiil ein viel kleinere: 
Theil den Fettsiituren angehért. Auch durch diesen Umstand 
wird der Fehler verkleinert, wenn man statt des «Rohfettes 
die rein. dargestellten Fettsiiuren zum Studium des Leberfettes 
verwendet. Ich habe aus diesen Griinden nur mit den Fett- 
siiuren gearbeitet. 

Die Aufgabe, die verschiedenen Fettsiuren zu trennen und 
quantitativ. zu bestimmen, liisst sich nur unvollkommen und 
nur durch fractionirte Destillation derselben im Vacuum (nach 
Kraft) losen, sodass diese Methode in einer grésseren Unter- 
suchungsreihe und da, wo nur kleine Mengen von Fett) zur 
Verfiigung stehen, nicht anwendbar ist. Auch die z. B. von 
Lebedeff?) benutzte Methode, die Bleiseifen der Fette darzu- 
stellen und die Seifen der Oelsiiture durch Aether zu extrahiren. 
gibt deshalb keine ganz richtigen Zahlen, weil auch die blei- 
seifen der Palmitin- und Stearinsiiure in Aether nicht vollig 


1) Wie ich mich im Besonderen tiberz@ugt habe, reduciren auch 
freie reine Fettsiuren eine L° oige Veberosmiumsiiurelbsung sehr energisch. 
doch sind diese nicht in grosser Menge vorhanden. Die im Lecithin 
oder an Cholesterin gebundenen Fettsiiuren schwiirzen sich mit Ueber- 
osmiumsiiure — nicht nur mit dem Marchischen Gemische — nicht. 
wie sich aus dem Verhalten des Centralnervensystems einer Osmium- 
losung gegeniiber erkennen  liisst. Trotz ihres hohen Lecithin- und 
Cholesteringehaltes nehmen diese Theile nur einen hellbraunen Farbenton 
an, wie die meisten anderen Organe. 

“) Lebedeff, Ueber die Erniihrung mit Fett. Zeitschr. f. physiol 
Chemie, Bd. VIL S. 139. 
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unldslich sind. Die Oelsiurewerthe fallen deshalb zu hoch 
aus. Bekanntlich sind in den Neutralfetten des Korpers haupt- 
siichlich zwei Reihen von Fettsiituren vertreten, die «Acryl- 
siiuren » von der Formel C,H,,~,0, und die normalen oder 
gesiittigten Fettsiuren von der Formel C,H,,0,. Wenigstens 
diese zwel Gruppen von Fettsiiuren quantitativ getrennt zu 
bestimmen, gelingt nun leicht mit Hilfe der Hiibl’schen Jod- 
audditionsmethode. Dieselbe beruht darauf, dass die Acrylsiuren 
unter Losung der in ihnen vorhandenen doppelten Bindung 
unter bestimmten Bedingungen Halogene addiren, wiihrend die 
vesittigten Fettsiiuren das nicht thun. Aus der Menge des 
addirten Jods, welche sich durch Titration bestimmen. liisst, 
ergibt sich der Gehalt an ungesiittigten Fettsiuren. 

Die Methode wurde so ausgefiihrt, wie sie in den Lehr- 
hiichern von Schmidt!) und Benedikt-Ulzer?) angegeben 
ist. Die Abwiigung der Fettsiiuren geschah in diinnwandigen 
kleinen Glasbecherchen, wie sie in der Technik unter dem 
Namen buttergliischen Verwendung finden. Durch Wigung der 
leeren und der gefiillten, im Exsiccator erkalteten Glaschen 
bis zur 4. Decimale gelang eine sehr genaue Abmessung der 
in Arbeit genommenen Mengen, welche sich je nach der Reich- 
lichkeit des Materials zwischen 0,5 und 1,5 gr. bewegten: ver- 
wendet man mehr als ca. 1 gr., so empfiehlt es sich, wegen der 
Scharte des Farbenumschlags bei der nachfolgenden Titration 
inehr als 10 cem. Chloroform zur Lésung zu nehmen. Die 
Titration wird in sehr starkglasigen Erlenmeyerkolben von ca. 
600 cem. Inhalt vorgenommen, da die gewohnlichen Kolben 
heim Schiitteln durch die in den Kolben hineingeworfenen 
Buttergliischen zertriimmert werden. Die kleinen Glischen 
kKonnen meist zu mehreren Titrationen hintereinander ver- 
wendet werden. Verschlossen habe ich die Kolben mit gut 
passenden KorkstOpseln, welche im Laufe der 3—6 Stunden, 


1) Ernst Schmidt, Ausfiihrl. Lehrb. d. pharmac. Chemie, IL Bd.: 
Organ. Chemie, Ill. Aufl. 1896, 5. 621. 

2; Benedikt-Ulzer,. Analyse der Fette und Wachsarten, IIL Aufl. 
Berlin 1897, S. 148—155. 
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welche die Fettsiiurenl6sung mit dem Jodgemisch stehen bleibe), 
muss, keine in betracht kommenden Mengen Jod aufnehmern 

Das verwendete Jodgemisch war stets einige Tage alt 
fiir =geniigenden Ueberschuss wurde Sorge getragen. — Div 
Natriumthiosulfatlosung habe ich an jedem Tage, an dem ich, 
eine Titration vornahm, gegen eine ausgewogene Kalium- 
bichromatl6sung (nach Volhard) titrirt, mit dieser wiederun 
den Jodgehalt des Jodquecksilbergemisches bestimmt. 

Wenn die austitrirten, voéllig entfirbten Bestimmungen 
eine Zeit lang offen stehen blieben, so sah ich = stets eine 
veringe Blautiirbung wieder eintreten, welche auf Zusatz weniger 
Tropfen der Natriumthiosulfatl6sung verschwand;: ich habe be: 
der Ablesung und Berechnung auf diesen Umstand keine Riick- 
sicht genommen, da es sich hierber wohl nur um. nachtriiglict 
abgespaltenes Jod handeln diirfte. 

Hervorzuheben ist noch, dass ich = stets Parallelbestim- 
mungen gemacht habe. Die Differenzen, welche nie grdsser 
als 15° 0, meist aber viel kleiner waren, sind fiir meinen 
Zweck ganz bedeutungslos, weshalb ich im Folgenden nur die 
Mittelzahlen) zusammenstelle. 

Aus der «Jodzahl> 1 der Fettsiiuren, welche die Menge 
des addirten Jods in Gewichtsprocenten angibt, ergibt sich, da 
die Jodzahl der reinen Oelsiiure 90,07 betriigt, der Oelsiiure- 
gvehalt E des Fettsiiturengemisches nach der Formel 

= ae i= 11102 « 5 

Obwohl somit die Jodmethode nur die Bestimmung des 
Gehaltes an «Acrylsiuren», deren einziger Repriisentant im 
menschlichen Korper wahrscheinlich die Oelsiiure ist, gestattet 
und iiber die procentualen Antheile der einzelnen  gesiittigten 
Fettsiiuren nichts aussagt, so habe ich mich doch fiir die von 
mir gestellte Frage auf diese Methode beschriinkt: mit Hilfe 
der anderen ~quantitativen Reactionen», von denen sich eine 
klare ausfithrliche Darstellung bei Benedikt-Ulzer findet, wird 
es gelingen, in Zukunft weitere werthvolle Einblidke in die 
Zusammensetzung der in Rede stehenden Korper und Korper- 
gruppen zu gewinnen. 
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Ich lasse im Folgenden die Resultate meiner Untersuchungen 
i Form einer nach dem Alter des Kindes geordneten ‘Ta- 
belle (Seite 200) folgen. In derselben finden sich als Ergebnisse 
der Titrationen nur die direkt gefundenen Jodzahlen: die Um- 
rechnung auf Oelsiitureprocente und die Autstellung besonderer 
Columnen datiir habe ich unterlassen, um nicht durch unnothig 
viele Zahlen zu verwirren: falls einmal behuts  leichterer 
Vergleichbarkeit diese Umrechnung wiinschenswerth erscheint, 
hat sie durch Multiplication der Jodzahl mit 1,1102 zu ge- 
<chehen. 

Warum ich in jedem Falle emige klinische und anatomische 
Angaben beigefiigt habe, wird sich im Laufe der Untersuchung 
zeigen. Auch eine knappe Schilderung des histologischen Be- 
fundes schien mir nothwendig und im Hinblick auf den von 
Virchow gegebenen Wink vielleicht aussichtsvoll zu sein. Es 
musste dabei auf die Grosse der Fetttropfen (am mit Osmium- 
<iiure behandelten Priiparat) und ihre Vertheilung im Acinus 
besonderer Werth gelegt werden. In die Tabelle habe ich 
ausser meinen eigenen Untersuchungen die = spiiter zu er- 
wiihnenden Resultate von Knoépfelmacher eingefiigt: diese 
Fille sind durch Sternchen hinter dem Namen des Kindes 
kenntlich gemacht. 

Ueber die chemische Natur der Leberfette ist wenig 
bekannt. Die iiltesten Angaben finden sich bei Lebedetf 
zusammengestellt, welcher nach der schon beschriebenen 
bleiseifen-Methode die Fette einer «gewohnlichen Fettleber, 
wie sie bei chronischer Fettinfiltration und Degeneration zu 
sein pflegt>, untersuchte. «Das Gesammtgewicht der Leber 
erwies sich 3078 gr. Darin wurden gefunden: Fett 1150 gr., 
Wasser 1163 gr., fester Riickstand 265 gr.». Ich setze diese 
Zahlen hierher, um zu zeigen, dass es sich um ein schwer 
pathologisches Organ gehandelt hat. Der Oelsiuregehalt in 
derselben betrug 65°/o. Vergleichen wir damit die von dem- 
selben Autor ermittelten Werthe fiir das Unterhautfett mit 
rund 79 %o Oelsiture und das Darmfett mit rund 75° o Oel- 
<iure, so finden wir eine Reihe, in welcher das Unterhautfett 
sich durch den héchsten, das Leberfett durch den niedrigsten 
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Oelsiiuregehalt auszeichnet. Auf den Fehler der Methodik js: 
bereits friiher hingewiesen worden. 

Nach derselben Methode fand Paton im Leberextracte 
eines Kindes rund 63 %/o Oelsiiure. Derselbe Autor bestimmite 
hei jungen Thieren die Schmelzpunkte der Fette und fand 

beim Kiatzehen 
Kérperfett . . . 26—27° (= 20°» feste Fettsiuren 
Leberfett . . . . 41—45° (= 36 %o , \. 
beim Kaninchen 
Korperfett . . . 24—259 (= 16.6 9 feste Fettsiuren) 
Leberfett. . . . 36-—379 (= . 30% 

Demnach ist im Leberfette der Gehalt an Oelsiture ver- 
hiltnissmissig geringer, der Schmelzpunkt entsprechend hohe 
als im Hautfette. Durch Zafuhr von Milehfett wird der Schmelz- 
punkt des Leberfettes herabgesetzt. 

Dem gegentiber stehen Beobachtungen von G. Rosen- 
Feld,4) nach dem das Leberfett einen niedrigeren Schmelzpunkt 
hat als das Fett des Fettgewebes. Derselbe fand bei 2 Hunden. 
die er mit Hammelfett gefiittert hatte, folgende Schmelzpunkte 


A B 
Fett des Omentums . . 92! j1—52” 
Unterhautfettgewebe . . 48' dL 
Lepericett 2... +.« 44 35 


Kntsprechend zeigen die Jodzahlen der Leberfette hohere 


Werthe: 


\ B 
Fett des Omentums  . 41-42 44D : 
Unterhautfettgewebe =. 47 ' 
Leberfett .....ev» 88  7d.4 


UCebereinstimmend mit Rosenfeld fand Lummert dic 
Jodzahlen des Leberextractes von 3 Hunden. stets hoher = als 


die des Fettes aus dem Fettgewebe: 


Hund Leberfett Unterhautfett Darmfett 
I 87.7 63.94 60.3 
I] 89.9 66H.) 66.3 
II] 84.2 63.3 69.2 


1 Citirt nach Lummert. Beitriige zur Kenntniss der thierische: 
Fette. Pfliiger's Archiv. Bd. LXX (1898). 
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Die Uebereinstimmung beider Autoren ist deshalb von 


Bedeutung, weil sie ihre Versuchshunde in sehr verschiedener 
Weise gefiittert haben, Rosenfeld mit grossen Fettmengen, 
Lummert mit modglichst fettfreier Nahrung. 

Eine fliichtige Durchsicht meiner Tabelle zeigt nun, dass 
auch hier die Jodzahlen fiir die Leberfettsiuren ausnahmslos 
hiher liegen, als die der zugehdrigen Unterhautfettsiiuren. 
Wiihrend aber Lummert die Erhohung der Jodzahl nicht) auf 
einen grésseren Gehalt an Oelsiiure, sondern auf die Anwesenheit 
einer reichlichen Menge von Cholesterin, welches ebenfalls Jod 
zu binden im Stande ist, zu beziehen geneigt scheint, ist diese 
Erklirung in meinem Falle auszuschliessen, da die Jodzahlen 
nicht am Leberextract, sondern an den von Cholesterin u. s. w. 
sorgfiiltig befreiten Fettsiiuren genommen sind. Ob in der That 
aber alles Jod an Oelsiiture gebunden ist, oder ob noch andere 
jodbindende Fettsiuren vorhanden sind, muss vorliufig dahin- 
gestellt bleiben: ein zwingender Grund fiir diese Annahme liegt 
meines Erachtens nicht vor. Unterscheiden wir, wie dies ja 
imi Plane der ganzen Arbeit liegt, zwischen Lebern mit normalem 
und solchen mit pathologisch vermehrtem Fettgehalte, so werden 
sich auch ber der Voraussetzung, dass alles Jod an Oelsiiure 
cehunden ist, gewisse Gesetzmiissigkeiten ergeben. 

Fir die Beurtheilung des abnorm gesteigerten Fettreich- 
thums bin ich auf das makroskopische Aussehen des Organes 
und den histologischen Befund angewiesen, zwei, wie ich glaube, 
ausreichend genaue Massstiibe. 

Was zuniichst die Lebern der Neugeborenen angeht, so 
bieten sie niemals das Bild einer Fettleber dar. Es bedurtte 
sogar stets sorgfiltiger Vermeidung aller unndthigen Verluste 
beim Arbeiten, um die fiir Parallelbestimmungen nach der 
Hitbl schen Methode wiinschenswerthe Menge von 1,0—1.5 gr. 
reiner Fettsiuren zu gewinnen. Die Jodzahlen liegen bei simmi- 
lichen Kindern hoher als die des Unterhautfettes: das ist auch 
im Fall IV zu erkennen, der die niedrigsten absoluten Zahlen 
aufweist. 

Normalen Fettgehalt bieten weiterhin die Kinder Winkler, 
Strenzke, Hillebrandt, Lux, Sonntag und Miller dar. Bei ihnen 
14 
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liegen die Jodzahlen fiir die Fettsiuren der Leber um ein 
sehr Betriichtliches, um 10—20 ° 0, hoher als die Unterhauttfette. 


Vergleichen wir damit die 3 Kinder mit ausgesprochenen 
Fettlebern, Miicke, Wignannek und Kueznierezyk, so betriigt 
die entsprecheude Differenz im zweiten Falle 10° o, im dritten 
93° 0: Im ersten Falle fehlt leider die Bestimmung der Unter- 
hautfettsiiuren, doch kann man deren Jodzahl nach Analogie 
der tibrigen Fille ungefiihr = 40° 0 annehmen, sodass_ hier 
die Differenz kaum grésser als 5° 0 sein diirfte. 

Von den itibrigen Fiillen erfordert nur der letzte eine 
hesondere Besprechung. Dieses Kind, bei dem die Leberfett- 
~iiuren eine enorm hohe Jodzahl aufweisen, erhielt, da es 
Kuhmilchtett sehr schlecht vertrug, neben  fettarmer Milch 
sehr reichlich Sesamol, dessen Jodbindungsvermégen auf 105 
his 110° 0 angegeben wird: es ist mehr als wahrscheinlich. 
dass hier in der Leber ein Theil des Sesamols abgelagert ist. 

Ks ist nun erforderlich, die beiden Quellen, welche wir 
fiir das infiltrirende Leberfett kennen gelernt haben, das Unter- 
hautfett und die Nahrung, genauer zu betrachten. 

Beginnen wir mit der letzteren, so kommt von deren 
Hauptbestandtheilen der eine, niamlich das Eiweiss, fiir die 
Fettbildung wahrscheinlich gar nicht in Betracht. Selbst wenn 
man der strengen, sehr polemischen Kritik Pfliiger’st) an der 
ganzen Lehre nicht vollig beistimmt, so ist doch zweifellos 
eine Miistung des ganzen Organismus oder speciell der Leber 
durch Eiweisserniihrung nicht modglich. Es bleiben also die 
Kohlehvdrate und Fette. Die ersteren fehlen nie in der Nahrung 
des Siiuglings, mag er sie nun in Form von Rohrzucker, Milch- 
zucker, Maltose, unveriinderter oder dextrinisirter Starke er- 
halten. Dass aus Kohlehvdraten der Nahrung im Thierkérper Fett 
gebildet werden kann, ist wiederholt festgestellt worden, doch 

1, Pfliiger. Ueber die Entstehung von Fett aus Eiweiss im Kor; er 
der Thiere.  Pfliiger’s Archiv Bd. 51, S. 229 (1892), 

Ueber Fleisch und Fettmastung, ebenda Bd. 52, 8. 1 (1892). 

Die Ernahrung mit Kohlehydraten u. Fleisch, ebenda Bd. 52, 5. 259 

Neue Versuche zur Begriindung der Lehre von der Entstehung des 
Fettes aus Eiweiss. ebenda Bd. 68, 8. 176 (1897). 
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In ixt iiber die chemische Natur der so entstehenden Fette und den 
- ] eventuellen Unterschied von den gewoOhnlichen Thierfetten wenig 
n ermittelt. Ein beachtenswerter Versuch, nach dieser Richtung 
rf hin Klarheit zn verschatten, liegt in der Arbeit von Lummert) 
n : vor, welcher unter ROhmann-s Leitung im hiesigen physio- 
- logischen Institute Hunde mit moglichst fettfreier, eiweiss- und 
e kohlehydratreicher Nahrung fitterte und ihr Fett mit Hilfe der 
r sogenannten quantitativen Reactionen studirte. Die allerdings 


| wenig zahlreichen Untersuchungen dieses Autors ergaben keine 
erheblich abweichende Beschatfenheit des Fettes mach fast 
- fettfreier Fiitterung, stellten aber die interessante Thatsache 


: heraus, dass ein Hund, der neben reichlich Eiweiss und Stiirke 
hezw. Zucker kleine Mengen nicht entfetteten Pferdefleisches 
erhielt, ein Fett anlagerte, welches dem Pferdemuskelfett) sehr 


ihnlich und dem Fette der fettfrer gefiitterten Hunde sehr un- 
iihnlich war. Man kann gewiss daraus den Schluss ziehen, dass 
der Hund, wenigstens solange ihm Fett in der Nahrung geboten 
wird, dieses zur Anlagerung bringt und dass die Kohlelydrate 
nur fettsparend, nur als brennmaterial dienen. 

Wir sind danach, glaube ich, berechtigt, die wichtigste, 
wenn nicht die einzige Quelle des Koérperfettes im Nahrungs- 
fett zu suchen, auch falls dieses nicht unveriindert) zur An- 
lagerung kommt. 

Bei den Fetten der Siiuglingsnahrung ist natiirlich zu scheiden 
zwischen dem Fett der Frauenmilch und dem der Kuhmilch. 

Fiir das Fett der Frauenmilch liegen nur spiirliche Unter- 
suchungen vor. 

Laves!) fand im Gemisch der nicht fliichtigen Fettsiiuren, 
welche 92,30 des Fettes betrugen, die Jodzhhl 48,2. Seine 
Untersuchung ist an einem grossen Fettquantum angestellt, 
welches von der Milch zahlreicher Stillenden gesammelt wurde. 

Weitere Untersuchungen habe ich?) selbst mitgetheilt. 
Meine Zahlen, welche an verschiedenen Ammen der Breslauer 


1) Laves, Zeitschr. f. physiolog. Chemie. Bd. XIX, 8. 373. 

2) Thiemich, Ueber die Verainderungen der Frauenmilch durch 
physiologische und pathologische Zustande. Monatsschrift f. Geburtshilfe 
und Gynaekologie (im Druck befindlich). 
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Universitiitskinderklinik gewonnen wurden, zeigten bedeutende 
Schwankungen, je nach der Nahrung, welche die Stillende 
erhielt. Die Jodzahlen bewegen sich zwischen 28 und 69° 0, 
wober allerdings hervorzuheben ist, dass die hohen Werthe 
nur nach Verabreichung grosser Mengen Leindls’ statt jecdes 
andern Nahrungsfettes erzielt wurden. Das frische Leinoél hat 
ein ungefiihr doppelt) so hohes Jodverbindungsvermégen wie 
die Oelsiiture, also ungefiihr 180°%/o. Bei unserer gewoOhnlichen 
Anstaltskost schwankten die Jodzahlen zwischen 35 und 40° 0, 

Viel grésser ist das in der Literatur vorliegende Material 
iiber das Jodbindungsvermoégen der Kuhmilchfettsituren. = [ch 
habe deshalb keine eigenen Untersuchungen angestellt und gebe 
die nothigen Vergleichszahlen nach Benedikt-Ulzer!). Von 
Hiibl fand die Jodzahl zwischen 26 und 35,1, im Mittel bei 31.0, 
Moore zwischen 19,5 und 38, Woll zwischen 25,7 und 37.9, 
Im Mittel aus 56 Proben bet 33,22, Williams bei 30 Proben 
zwischen 32,25 und 38,91, im Mittel bei 35,24, Thorner 
zwischen 28 und 32. Asboth gibt den Oelsiiuregehalt der 
Butter auf 32.32-—-37,4°%/o an und nur ein amerikanischer Autor 
Moore berichtet tiber Jodzahlen von 24,2—44,8°/0, sodass 
seine héechsten Werthe etwas hoher als die der Andern, jeden- 
falls tiber 40° 0 legen. 

Wir wenden uns nun zum Studium der zweiten, im Kinde 
selbst legenden Quelle fiir pathologisch vermehrtes Leberfett, 
zum Unterhautfett. 

Die ersten Bestimmungen der Zusammensetzung derselben 
stammen von Langer:?) dieser hat die Thatsache entdeckt, 
dass das Unterhautfett des Neugeborenen iirmer an Oelsiiure 
und reicher an festen Fettsiuren ist als das Fettgewebe der 
Erwachsenen. 

Neuerdings hat Knopfelmacher,*) abgesehen von 


\) Benedikt-Ulzer, Analyse der Fette und Wachsarten. 3. Aull. 
Jerlin 1897. S. 148—155. 

2) L. Langer, Sitzungsberichte der Wiener Academie der Wissen- 
schaften, mathem.-naturwissensch. Classe, 1881, Band &4, 3. 191. 

3) Knopfelmacher, Untersuchungen iiber das Fett im Sauglings- 
alter und iiber das Fettsklerem. Jahrb, f. Kinderheilkunde Bd. 45, 8. 177. 
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einigen hier nicht interessirenden Untersuchungen zur Frage 


des Fettsklerems im Siiuglingsalter, die Schmelz- und Er- 
-farrungspunkte sowie die Jodzahlen der Unterhautfettsiiuren 
her 9 Kindern untersucht und ist zu folgenden Resultaten ge- 
kommen: 


Jodzahl 
der Fettsauren. 


I. Neugebornes, ausgetragenes Kind ......... . 40,08 
ll. 7 Wochen altes, sehr mageres, ausgetragenes Kind . . 42,84 
Ill. 7 Wochen altes, noch miissig fettreiches, ausgetragenes 
ae ae aan ee Cer er CUMS MIO bee 
IV. 6 Monate altes Kind, mit sehr reichem Panniculus adiposus 50,98 
V. 10', Monate altes Kind. mit sehr reichem Panniculus 
i a a ee ae ee ee ee 
VI. 12 Monate altes, sehr abgemagertes Kind ... . . . 63.75 
VII. 17 Monate altes, ziemlich fettreiches Kind... . . . 64,35 
Dazu kommen noch 2 Winder, deren Unterhautfett. sich 


im Zustande des Sklerems befand: 


VIII. 23 Tage altes, missig fettreiches Kind. . ..... . 39,7 
IX. 25 Tage altes. fettreiches Kind ..... eee 4 


Er erliiutert diese Zahlen, welche ich der Uebersicht- 
lichkeit halber auch in meine Tabelle eingeordnet habe, mit 
folzenden Worten: «Wir bekommen = so. fiir das Fettsiiure- 
cemenge eine Zahlenreihe, aus welcher ersichtlich ist, wie das 
Fett im Siiuglingsalter allméhlich und regelmiissig an Oelsiiure 
reicher wird. Die an den Fetten der Neugebornen und des 
17 Monate alten Kindes vergleichsweise ausgefiihrten Jodbe- 
<timmungen stehen in guter Uebereinstimmung mit den fiir die 
Fettsiuren der betreffenden Altersklasse erhaltenen Zahlen. 
Weiterhin constatirt Knopfelmacher, dass seine Oelsiiure- 
werthe fiir das Fett des 12 und des 17 Monate alten Kindes 
gut unter einander und mit der von Mitschell gefundenen 
Jodzahl 64 fiir die Fettsaiuren des Unterhautfettgewebes beim 
Erwachsenen iibereinstimmten, sodass also ungefiihr gegen Ende 
des ersten Lebensjahres der Umwandlungsprocess des Fettes 
von der Zusammensetzung bei der Geburt bis zu derjenigen 
im erwachsenen Alter beendet ist. 

Die an KnoOpfelmacher's 9 Zahlen hervortretende Ge- 
-etzmiissigkeit verschwindet nun leider, wenn man die von mir 
ausgefiihrten 20 Untersuchungen hinzufiigt. Dass die Um- 
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Fettes 
Knopfelmacher 
Zahlen ablesen konnen: vergleicht man z. Bb. Fall II 


welche nach 


nicht so ganz 


schon 


—— 


aus 


ihrer 


regelmassig » 


« Altersklasse » 






vor. sich 
seinen eigenen 
und 


um 


+ Monate auseinanderliegen, nach ihren Jodzahlen 
aber innerhalb der Fehlergrenze der Methode iibereinstimmen. 


eine 


Differenz 


der Jodzahlen 


um 


ca. So erwartetl 


werden musste, bedenkt man weiterhin, dass Knépfelmacher 


sehr magere und sehr fette Kinder durcheinander verwendet. 
wiihrend er selbst diesen Umstand fiir bedeutungsvoll erkliirt. 
so wird man yon vornherein eine grdssere Unregelmiissigkeil 
erwarten konnen. 


schon bei Neugeborenen, von denen Knépfelma chet 


hur einen untersucht hat, ergaben sich bei meinen 6 Bestim- 
mungen individuelle Schwankungen um mehr als 10° 0. 

Zur Erkliirung fiir diesen Umstand muss man. vielleicht 
daran denken, dass nicht vollig gleich stark entwickelte Kinder 
zur Untersuchung kamen und dass die Miitter unter gewiss 


sehr verschiedenartigen Erniihrungbedingungen z. Th. wochen- 


lang vor der Entbindung als sogenannte Hausschwangere in der 


hiesigen 


Universitiitsfrauenklinik, z. Th. 


quartieren der Stadt lebten. 


Fir die Sehwankungen der Jodzahlen bei den 


In 


den Proletarier- 


brigen 


Kindern bin ich ausser Stande, in jedem Falle eine geniigende 
Erkliirung zu geben. Es ist ja klar, dass der Begriff der «Alters- 


klasse 
ist. 


bei kranken Siiuglingen sehr schwer aufrecht zu halten 
Weder in seinem Korpergewicht, noch in der Entwicklung 


seines Panniculus adiposus, noch in irgend einer sonstigen 
Beziehung Eisst das chronisch kranke Kind «die Altersklasse » 


erkennen 


und 


hinsichtlich der 


chemischen Beschaffenheit des 


Fettgewebes miissen nicht nur chronische, sondern auch kurz- 


dauernde acute Stérungen von grossem Einfluss sein, sofern 


sie nur zu einem erheblichen Koérpergewichtsverluste, d. h. 


besonders Verlust 


an Unterhautfett 


fiihren. 


Es ist doch sehr 


wahrscheinlich, dass in der Reconvalescenz von derartigen 
Zutiillen ein Panniculus adiposus wieder angebildet wird, der 


einer spiiteren «Altersklasse» entspricht. Stirbt nun ein solches 
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Kind, welches einmal in seinen ersten Lebenswochen solche 


Attacke durchgemacht hat, an einer neuen Erkrankung, so ist 
es auch nicht gleichgiltig, ob diese in wenigen Tagen oder nach 
wochenlanger Gewichtsabnahme das Kind titet, denn bei der 
Kinschmelzung des Panniculus  adiposus wird ein Olsiure- 
reicheres Fett weggefiihrt, ein Olsiiureiirmeres Fettpolster bleibt 
zuriick, wie dies Knépfelmacher aus den Angaben von Muntz 
und aus der Differenz der Jodzahlen bei Fall I] und II seiner 
Tabelle erschlossen hat. 

Zu alledem kommt der wahrscheinliche Einfluss der 
Nahrung, je nachdem das Kind Frauenmilch oder Kulmileh 
oder eine sehr kohlehydratreiche Nahrung erhalten hat. 

Es scheint mir interessant genug, auf diesen letzten Punkt 
niher einzugehen. 

Dass keine Uebereinstimmung zwischen den Jodzahlen 
der Unterhautfettsiiuren einerseits und den Milchfettsiiuren 
andererseits besteht, ergibt sich ohne Weiteres aus der Tabelle, 
vielmehr sind die ersteren ausnahmslos hoéher als die letzteren. 
Nun ist es aber nicht richtig, ohne Weiteres das Nahrungsfett 
zum Vergleich heranzuziehen, man muss vielmehr den resor- 
hirten Antheil desselben in) Rechnung stellen. Wenn = auch 
spatere Untersuchungen die iilteren Angaben, nach denen Fette 
mit héher als bei Kérpertemperatur liegendem Schmelzpunkte 
tiberhaupt nicht resorbirt wiirden, vollig widerlegt haben, so 
ware es doch immerhin modglich, dass aus Fettgemischen die 
hochschmelzenden, Olsiiturearmen Antheile quantitativ schlechter 
ausgeniitzt werden. Nach Subtraction dieses nicht resorbirten 
Olsdiurearmen Restes miisste das resorbirte Fett einen héheren 
Oelsiiuregehalt besitzen, als das eingefiihrte, und mit diesem 
nur dirfen wir das abgelagerte Fett vergleichen. 

In der Litteratur finden sich nur sparliche Untersuchungen 
liber diese Frage. Die Angaben von Fr. Miller, welche sich 
auf Erwachsene beziehen, hat KnoOpfelmacher!) in einer 

1, Knépfelmacher. Die Ausscheidung fliissiger Fette durch die 


Faeces und die Resorption des Milchfettes bei Kindern. Wiener klin 
Wochenschr. 1897. Nr. 30. 















besonderen, dem Thema der Fettresorption gewidmeten Arbeit 
einer sachlichen Kritik unterzogen, welche dahin lautet, dass 
Miiller’s Deutung seiner Befunde nicht gerechtfertigt ist. Aber 
auch die von Knopfelmacher selbst angestellten Unter- 
suchungen bringen keine endgiltige Entscheidung der Frage, 
da er nur gesunde Kinder benutzt hat. Sie erstrecken) sich, 
von einigen Beobachtungen an ilteren Kindern abgesehen, aut 
5) Kinder im ersten Lebensjahre. Der Autor bestimmte nach 
einer im Original einzusehenden  zuverliissigen Methode im 
Trockenkoth der Kinder die Jodzahl der moéglichst rein) dar- 
cestellten Fettsiiuren und fand -Folgendes: 


Jodzahlen, 
|. 6 monatl. gesundes, sehr gut geniihrtes 


Brustkind......s...» « « S83 u.36,2 i. Mittel 33,75 
Il. Dasselbe Kind, 14 Tage spiiter . . . . 24,8 u. 26,19 26.0) 
HI. 5 monatl. mit Kuhmilch u. Wasser ge- 
nihrtes, gesundes, kriiftiges Kind . 33.6 u. 34,1 33.85 
IV. 9 monath. mit Kuhmilch u. Wasser 
3: 1 erniihrtes. mageres, gesundes Kind = 29.5 u. 30,4 29.95 


V. 8 monatl, mit Vollmuilech sehr gut ge- 
niihrtes, gesundes Kind . . . . . .) 32.7 u. 30.7 31.7 


Diese Jodzahlen zeigen nun geringe Unterschiede von den 
Jodzahlen der Milchfettsiiuren, die ich im Vorhergehenden  zu- 
summengestellt habe. Dass sie etwas niedriger legen als die 
letzteren, beweist, dass ein etwas Olsiiurereicheres Fett zur 
Resorption und eventuell also zur Anlagerung kommt. 

Der Fehler, welcher dadurch entsteht, dass man dic 
aus den Verdauungssiiften stammenden Fettsiiuren mitbestimmt, 
ist so klein, dass er vernachliissigt werden darf; Knopfel- 
macher schiitzte ihn auf ca. O15 gr. pro Tag mit 0,09 gr. 
Oelsiure. 

Ob und in welchem Maasse anders sich die Verhiiltnis=e 
beim kranken Kinde gestalten, ist nicht bekannt: da aber eine 
erheblich schlechtere Ausniitzung des Gesammttettes bei solchen 
Kindern thatsiichlich nicht zu bezweifeln ist, so k6nnte immerhin 
die schlechtere Resorption hauptsiichlich die festen Fettsiiuren 
betreffen, es miisste dann ein relativ Olsaurereicheres  Fet! 
zur Aufnahme in den Korper gelangen. 
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Die Wichtigkeit dieser Dinge fiir die Frage, ob eine 
direkte Abhiingigkeit in der Zusammensetzung des Panniculus 
adiposus vom Nahrungsfette besteht oder nicht, leuchtet sofort 
ein: bei exacten Untersuchungen wird es dann noéthig sein, 
stets die Jodzahl der verabreichten Milchfette festzustellen: 
denn es macht schon einen erheblichen Untersehied aus, ob 
man z B. ber einem Brustkinde die Jodzahl von Laves mit 
ea. 48 oder meinen Durehschnittswerth mit) ca. 35—40) in 
Rechnung bringt, und fiir die Kuhmilchtette sind die modglichen 
Schwankungen sogar noch groOsser, 

In einem Falle (Biewald, 4 Wochen alt) habe teh, kurze 
Zeit nachdem das Kind unter miissigem Gewichtsverluste an 
capillirer Bronchitis zu Grunde gegangen war, die Mileh der 
Mutter, welche als Amme auf der Klinik blieb, gelegentlich 
anderer Untersuchungen mehrfach untersucht und Schwankungen 
der Jodzahlen der Fettsiiuren zwischen 35,5 und 36,2. gefunden. 
Die Jodzahl der Unterhautfettsiiuren in diesem Falle betriigt 
38.1 und ist somit kleimer als der miedrigste Werth, den ich 
beim Neugeborenen fand (38,8), ist aber nur wenig hoher als 
die Jodzahlen in der Nahrung. Die kleine’ Differenz kann 
zwanglos auf den Einfluss der Resorption bezogen werden. 

Um eine iihnlich gute Uebereinstimmung bei dem = Brust- 
kind Kretschmer zu finden, miisste man die Jodzahl von 
Laves zum Vergleich benutzen. 

Zu bedenken ist aber, dass selbst bei den acut ver- 
storbenen Kindern ein gewisser Fettschwund mit seinen Folgen 
auf die Zusammensetzung des Panniculus adiposus eintritt. 

Beziiglich der drei von mir untersuchten Skleremfiille 
ist noch zu erwiihnen, dass sie, ebenso wie Knopfelmacher 
fand, keine abnorm  niedrige Jodzahlen aufweisen. = Doch 
sehen wir, dass ein 7- und ein Smonatliches Kind sogar nie- 
drigere Jodzahlen darbieten. Es muss also an anderen wich- 
tigen Factoren liegen, dass bei so alten Kindern kein Sklerem 
mehr auftritt: die Beschaffenheit des Fettes allein wiirde das 
nicht immer hindern. 

Es eriibrigt noch, nachdem wir das Verhalten des Unter- 
hautfettgewebes studirt haben, die Frage aufzuwerten, welche 
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andere Fettdepots im kindlichen Korper eventuell an die Leber 
Fett abgeben kénnten. Es ist eine Thatsache, auf die meines 
Wissens zuerst Langer aufmerksam gemacht hat, dass beim 


Neugeborenen — und das Gleiche gilt fiir das junge Kind tiber- 
haupt — fast alles Neutralfett im = Panniculus adiposus an- 


gesammelt ist. Nur um die Nieren herum findet sich ausser- 
dem eine kleine, wenige Gramm betragende Fettmenge, welche 
selbst fiir den Fall, dass sie wiihrend der Krankheit ganz ver- 
schwiinde, nicht entfernt das in einer Fettleber enthaltene Fett- 
quantum liefern konnte. Ich habe deshalb auf die systema- 
tische Bestimmung der Jodzahl des Nierenfettes verzichtet. 
Kine eimzige Untersuchung, der ich das Nierenfett) eines Neu- 
geborenen unterwart, ergab die Jodzahl 50,2, wihrend = dic 
Jodzahl des Unterhautfettes in diesem Falle 47,0 betrug. Schon 
von Chevreul wurde angegeben, dass das Fett der Nierenkapsel 
beim Menschen iirmer an Oelsiture sei als der Panniculus 
adiposus, und seine Angabe ist von Schulze und Reinicke, 
Lebedeff und Anderen  bestiitigt worden; tiberdies ist das 
Gleiche von sehr vielen Beobachtern fiir verschiedene Thier- 
species nachgewiesen. Eine teleologische Erkliirung dafiir bietet 
der Umstand, dass das Abdominalfett nie so niedrigen Tempe- 
raturen ausgesetzt ist, als das Oberflichenfett, und somit auch 
bei geringerem Oelsiiuregehalt stets seinen physiologischen Ag- 
eregatzustand wahren kann. Dieses Moment wiirde beim Neu- 
geborenen wegtfallen, dessen Panniculus adiposus sich unter 
denselben Abkiihlungsbedingungen wie das « Abdominalfett 

der Mutter befindet. und in der That liegt bei unserem Neu- 
geborenen der zi Beobachtung gelangte geringe Unterschied 
im umgekehrten Sinne wie beim Erwachsenen, d. h. das Nieren- 
fett ist sogar ein wenig Olsiiurereicher als sein Unterhautfett- 
gewebe. Jedenfalls ein interessantes Zusammentreffen. 

Kin noch viel kleineres, ebenfalls nicht in Betracht kommen- 
des Fettdepot findet sich ausserdem in der Thymus, welche 
bei abmagernden Kindern ebenfalls) verschwindet. Die aus 
einer normal grossen Thymus eines Neugeborenen! gewonnene 
Fettsiiuremenge reichte nicht aus, um eine Hiibl’sche Jod- 
bestimmung auszufiihren. Da es fiir mein Thema belanglos ist, 
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habe ich darauf verzichtet, das Material von mehreren Fiillen 
zu sammeln. 

Vergleichen wir nun, nachdem wir die zwei moglichen 
Quellen des Fettes bei der Infiltrationsleber kennen  gelernt 
haben, die Beschaffenheit des zusammengehorigen Fettes. 

Wir sehen dann, dass in allen drei Fiillen von Fettlebern 
die Zusammensetzung der aus dem Leberextract dargestellten 
Fettsiiuren erheblich verschieden ist von derjenigen der Nahrungs- 
fettsiuren. Andererseits finden wir aber auch keine’ vollige 
Uebereinstimmung zwischen Leber und Unterhautfettgewebe ; 
und doch ist dieselbe grésser, als es auf den ersten Blick 
scheint. Wir sahen, dass bei der Einschmelzung des Panni- 
culus adiposus ein an festen Fettsiiuren relativ reicher Antheil 
zurickbleibt: der eingeschmolzene und, was wir vermutheten, 
in der Leber aufgespeicherte Theil muss umgekehrt reicher an 
Oelsiiure und idirmer an festen Fettsiiuren sein. Die Ueberein- 
stimmung mit den beobachteten Zahlen ist vollkommen. 

Es liisst sich also aus den scheinbar so regellosen Zahlen 
meiner Tabelle der Schluss ableiten, dass in der Fettleber der 
magendarmkranken Siiuglinge kein Nahrungsfett, sondern Unter- 
hautfett abgelagert ist. 

Was die mikroskopischen Befunde in meinen 3 Fallen 
von Fettlebern angeht, so ist darauf hinzuweisen, dass die zwel 
welche sich durch niedrige Jodzahlen der Leberfettsiuren aus- 
zeichnen, den ganzen Acinus von grossen Fetttropfen  erfilll 
zeigen, wihrend der dritte (Wignanek), der nur die Peri- 
pherie der Acini mit Fett beladen, das Centrum fettfrei auf- 
veist, eine wesentlich héhere Jodzahl aufweist: wodurch dies 
bedingt ist, vermag ich nicht anzugeben. 











Zur Chemie der Tuberkelbacillen. 





I. Mittheilung. 


Von 
Dr. W. G. Ruppel. 


Aus dem Privat-Institut des Prof, Dr. Behring fiir experimentelle Therapie zu Marburg. 


(Der Redaction zugegangen am 30, September 1898.) 


Die eingehenden Untersuchungen Kiihne’s!) tiber = die 
Bestandtheile des Koch schen Tuberkulins fiihrten zu dem 
Resultat, dass die Culturtliissigkeiten durch das Wachsthum de! 
Tuberkelbacillen nur sehr unwesentliche Veriinderungen erleiden. 
Kine geringe Zunahme an echtem, durch Ammonsulfat nici! 
aussalzbarem Pepton, sowie das Auftreten eines dem Tryptophan 
analogen Farbstoffes waren die einzigen Veriinderungen, welche 
Kiihne an den aus Pepton Witte, Fleischextract und Glycerin 
hergestellten Niihrfliissigkeiten constatiren konnte. Die Akro- 
albumose, ein durch Essigsiiure fiillbares Propepton, wurde be 
dieser Gelegenheit: entdeckt, erwies sich jedoch nicht als ein 
von den Tuberkelbacillen abgesondertes, specifisches  Stotl- 
wechselprodukt, sondern ist gleichfalls in dem angewandten 
Pepton bereits vorhanden. 

Die einzige stark hervortretende Veriinderung der Cultur- 
fliissigkeiten nach etwa 4—)wochentlichem Wachsthum de: 
Tuberkelbacillen ist, neben der bereits erwiihnten Bildung eine> 
intensiven rothen Farbstoffes, das Auftreten eines charakte- 
ristischen Riechstoffes, tiber dessen Natur wir noch voéllig im 
Unklaren sind, “ 


1) W. Kiihne, Zeitschr. f. Biol. N. F. Bd. 11. 1892. S. 24 u. Ba 


12, 221. 


i693, S. 
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Bei Kiihne’s Versuchen, die specifisch wirksame Sub- 


stanz des Koch schen Tuberkulins in modglichst concentrirter 
Form zu gewinnen, erwies sich die bereits von Koch ange- 
wandte fractionirte Alkoholfiillung als die verhiiltnissmiissig 
geeignetste Methode. Hierbeit wurde aus dem Tuberkulin ein 
Albumosengemisch erhalten, welches fast die gesammte wirk- 
same Substanz enthielt und dessen Hauptbestandtheil «Deutero- 
albumose» war. Die fractionirte Alkoholfitlung des Koch schen 
Tuberkulins ist iibrigens ein Verfahren, dessen Austiihrung, wie 
schon Kitithne hervorhob, mit) betrichtlichen Schwierigkeiten 
verbunden ist. Die klebrige und harzige Beschaffenheit der 
Niederschliige, wozu der hohe Glyceringehalt) der Losungen 
noch sehr st6rend hinzukommt, erschwert die Verarbeitung der 
Fillungen sehr erheblich und fithrt hiiufig nicht geringe Ver- 
luste herbet. 

Zur Bereitung des Koch schen Tuberkulins wurde he- 
kanntlich derart verfahren, dass die Culturfliissigkeiten in) Ge- 
meinschaft mit den Bacillen in Dampfapparaten unter gewohn- 
lichem Druck auf 410 des Volumens eingeengt wurden. Erst nach 
dem Eindampfen wurde eine Trennung der Bacillenleiber von 
der Flissigkeit durch Filtration vorgenommen. Der Zweck 
dieses Verfahrens war der, neben der Concentration der Fliissig- 
keiten eine gewisse Auslaugung der Bacillen herbeizufiihren. 

Da sich bei hiiufiger Wiederholung dieses Koch schen 
Darstellungsverfahrens im hiesigen Institut herausgestellt hatte, 
dass die Tuberkelbacillen bei dieser Behandlungsweise eine 
bedeutende Herabsetzung ihrer Wirksamkeit erleiden, ein Ver- 
lust, welcher mit der verhiiltnissmiissig geringen Zunahme des 
Tuberkulins an wirksamer Substanz in keinem befriedigenden 
Verhiltniss steht, so nahmen wir von diesem Auslaugungsver- 
fahren sehr bald Abstand und verarbeiteten Culturfliissigkeiten 
und Bacillen von nun an stets getrennt. 

Die Filtration unserer Massenculturen (es kamen meistens 
01. Nihrbouillon nach 4wéchentlichem Wachsthum der Bacillen 
auf einmal zur Verarbeitung) geschah durch Absaugen aut 
grossen Porcellannutschen, wobei es leicht gelingt, vollig klare 


Filtrate zu erhalten. Diese Filtrate wurden in Vacuum-Destillir- 
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apparaten ber Temperaturen von 30— 40° C. bis auf ! 20 ihres 
Volumens eingeengt. 

Im Gegensatz zu den Bacillen (Tb.) pflegen wir die Fil- 
trate resp. die eingeengten Fliissigkeiten mit der Bezeichnung 
Tub. F.. Tuberkulose-Filtrat, zu benennen. 

[im die wirksamen Bestandtheile des Tub. F. in’ teste 
Form tberzutiihren, kann man mit fast gleichem Erfolg fiir den 
Wirkungswerth der resultirenden Priparate zwei verschiedene 
Wege emschlagen. Erstens nimlich die fractionirte Alkohol- 
fillung und zweitens die Alkoholfiillung nach vorausgegangener 
mehrtiigiger Dialvse. 

Zur fractionirten Alkoholfiillung versetzt man am = zweck- 
mitssigsten die zu fillende Fliissigkeit sehr allmiéhlich mit dem 
doppelten Volumen absoluten Alkohols. Der abgeschiedene Nieder- 
<chlag setzt sich sehr rasch ab, wird durch Decantiren von 
der tiberstehenden Fliissigkeit getrennt, noch 3—4mal = mit 
66° oigem Alkohol, dem man zu je 1 1. 25 ccm. gesiittigte 


- 


KochsalzlOsung hinzufiigt, darauf mit absolutem Alkohol ge- 
waschen, auf emer Nutsche vermittelst der Saugpumpe ge- 
sammelt und schliesslich im Vacuumexsiceator tiber Schwetel- 
siiure getrocknet. 

Die Ausbeute betriigt in diesem Falle 5 gr. aus einem 
Liter der urspriinglichen Bouillon. 

Die so erhaltenen Priparate (Tub. F. Alkoh. 66°/0) stellen 
kOrnige, nur wenig hygroskopische Pulver dar, welche in der 
fiinflachen Menge Wasser leicht lésliech sind. 

Kssigsiiure erzeugt in der Loésung einen sehr geringen 
Niederschlag (Akroalbumose). 

Kochsalz bringt in neutraler Loésung eine ziemlich be- 
triichtliche Fiillung von primaren Albumosen hervor, im Filtrat 
dieser Fillung erzeugt Essigsiiure nunmehr einen bedeutenderen 
Niederschlag, bestehend aus einem Gemisch von primiiren und 
Deuteroalbumosen. Die Hauptmenge der Substanz bleibt aber 
auch nach Kochsalz- und Essigsiiurefiillung in der Lésung 
zuriick und kann nach Dialyse und Eindampfen durch = Ein- 
tragen in Alkohol niedergeschlagen werden. Auf diesem letz- 


teren Wege konnten aus 25 gr. der urspriinglichen durch 
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fractionirte Alkoholfiillung erhaltenen Substanz nicht weniger 
als 18 gr. eines Korpers erhalten werden, dessen wiisserige, 
neutrale Loésung beim Siittigen mit Kochsalz keinerle: Triibung 
erfuhr, welcher jedoch durch Ammonsulfat vollkommen aussalz- 
bar war und somit als Deuteroalbumose angesprochen werden 
musste. Dies Priiparat bestand demnach mindestens aus 6% 'o 
Deuteroalbumose. 

Zu anderen Priiparaten gelangte ich, indem ich die im 
Vacuum eingeengten Nihrfliissigkeiten einer viertiigigen Dialyse 
vegen strémendes Wasser unterwarf. Nach dieser Zeit) be- 
obachtel man, dass sich die Schliiuche mit einer  ziemlich 
dicken Schicht einer schleimigen, tn Wasser unléslichen Sub- 
stanz, der Heteroalbumose, tiberzogen haben. Ein Theil dieser 
Albumose befindet sich noch in der Fliissigkeit’ suspendirt und 
kann durch Centrifugiren leicht) beseitigt werden. Nach dem 
Centriftugiren wird die Fliissigkeit im Vacuum bis auf 420 ihres 
Volumens eingeengt und mit absolutem Alkohol, unter Zusatz 
eeringer Mengen Kochsalz und nach vorausgegangenem schwachen 
Ansiiuren mit Salzsiiure, gefallt. 

Aut diese Weise erhilt man einen vollig farblosen, 
flockigen Niederschlag, dessen weitere Verarbeitung keinerlei 
Schwierigkeiten verursacht, da sowohl Heteroalbumose und Pepton, 
welche beide den Alkoholfiillungen einen harzigen Charakter 
zu verleihen pflegen, wie auch das Glycerin durch die Dialyse 
entfernt sind. 

Fast in allen Fiillen betrug die Ausbeute nach der Dialyse 
etwa 4 gr. aus einem Liter der urspriinglichen Culturfliissigkeit. 
seiner Zusammensetzung nach besteht dies Priiparat, welches 
die Bezeichnung Tub. F. dialvst. erhielt, aus mindestens 60° 0 
Deuteroallamose. 

In allen Fiillen war der Gehalt an sogenannter Akro- 
wbumose Kiihne’s nur sehr gering und entsprach vollig der 
Substanzmenge, welche aus iiquivalenten Quantitiiten der 
Handelspriiparate, Pepton Witte und Pepton Aschmann, 
durch Essigsiiure niedergeschlagen wird. Auffallen muss es 
daher, dass das Koch’sche Tuberkulin diesen Korper in’ weil 
betriichtlicherer Menge enthiilt. Die Hauptmenge dieser Substanz 
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muss daher ihren Ursprung den Tuberkelbacillen selbst ver- 
danken und muss beim Auskochen der Bacillen mit der glycerin- 
haltigen Bouillon extrahirt worden sein. Dass sich dies that- 
siichlich so verhiilt, geht mit Sicherheit aus dem Umstand 
hervor. dass die aus Koch schem Tuberkulin durch Essigsiiure 
abgeschiedenen Koérper phosphorhaltig sind. Es sind dies offen- 
bar Verbindungen, welche mit spiiter zu beschreibenden Koérpern., 
die beim Auskochen der Bacillen mit alkalischen Fliissigkeiten 
in Losung gehen, identisch sind. 

Ks ist demnach noch nicht gelungen, ein typisches und 
specifisches Stoffwechselprodukt der Tuberkelbacillen aus thren 
Culturfliissigkeiten zu isoliren. Das Einzige, was aus den. bis- 
herigen Versuchen hervorgeht, ist die Thatsache, dass den 
Tuberkelbacillen ein tryptisches Verdauungsvermoégen eigenthiim- 
lich ist, vermodge dessen sie Kiweisskorper bis zur Bildung von 
Pepton unter gleichzeitigem Auftreten des Tryptophans in al- 
kalischer Losung zu spalten im Stande sind. 

Die Tuberkelbacillen selbst stellen nach dem Abfiltriren 
schneeweisse, caseindhnliche Massen dar, welche sich nach dem 
Auswaschen mit sterilisirtem Wasser im Vacuumexsiceator 
liber Schwefelsiiure zu einer schwach grau gefiirbten, iiussers! 
sproden Masse trocknen lassen. 

lim die chemische Zusammensetzung der Tuberkelbacillen 
zu ergriinden, habe ich eine grosse Zahl von Extractionsmitteln 
zur Anwendung gebracht. 

Das Vorhandensein bedeutender Mengen von Substanzen., 
welche den Tuberkelbacillen durch Aether entzogen werden 
konnen, wurde bereits von KR. Koch, Klebs?) und in letzter 
Zeit von Aronson®) beobachtet. 

Nach meinen Beobachtungen sind es drei Kategorien fett- 
iihnlicher Substanzen, zu welchen man durch successive Ex- 
traction mit kaltem Alkohol, heissem Alkohol und sehliesslich 
mit Aether gelangt. : 

Kalter Alkohol extrahirt etwa 8°o vom Gesammtgewichte 


ES der Bacillensubstanz und nimmt wiihrend der Extraction eine 


1 Klebs, Centralblatt f. Bacteriol., B. 20. 1896, S. 499. 
2) Hans Aronson. Berl. klin. Wochenschr.. B. 35, 1898, S. 484. 


















































intensive Rothfarbung an. Diese Rothfirbung riihrt offenbar 
yon einem Farbstoffe her, welcher in den Bacillen nicht als 
solcher praexistirt, sondern hier in Form eines Chromogens 
enthalten ist, aus welchem erst der Alkohol, wahrscheinlich 
unter dem Einflusse des Sauerstoffs der Luft, den rothen Farb- 
stoff bildet. Die Bildung dieses Farbstoffs kann man auch 
heobachten, wenn man mit Alkohol gewaschene Bacillen) zum 
Trocknen der Luft exponirt. Die Oberfliiche solcher, anfiing- 
lich vOllig farbloser Bacillen tiberzieht sich dann schnell mit 
eelben bis rothen Farbent6nen. ° 

Das Alkoholextract zeigt nach dem Verdunsten des Al- 
kohols eine schmierige Consistenz und enthilt) eine nicht un- 
erhebliche Menge freier Fettsiituren.') Hat man durch die 
iibliche Methode, d.h. durch Behandeln der schmierigen Masse 
mit Sodal6sung und Aether, die freien Fettsiiuren entfernt, so 
erhilt man nach dem Verdunsten des Aethers eine Fettmasse. 
deren Schmelzpunkt zwischen 55 und 60° liegt. Diese Fett- 
masse liisst sich leicht verseifen und lefert hierbei neben freien 
Fettsiuren einen in Aether loslichen Kérper, welchen Aronson 
mit Recht als einen héheren Alkohol bezeichnet hat. 

Heisser Alkohol extrahirt aus den mit Alkohol in der Kiilte 
erschopften Bacillen weitere Wachsmuassen, welche sich beim 
krkalten des Losungsmittels als vollig farblose Koérper  ab- 
scheiden. Der “Schmelzpunkt derselben liisst) sich nicht be- 
stimmen, da er in zu weiten Grenzen liegt. Die Masse beginnt 
sich bei etwa 65° zu verfliissigen, ohne. selbst beim = Erhitzen 
auf 200°, ein vollig klares Aussehen zu erlangen. Diese durch 
heissen Alkohol extrahirten Verbindungen sind nur sehr 
schwierig zu verseifen, scheinen aber auch aus Fettsiiure- 
estern héherer Alkohole zu bestehen. 

Das Aetherextract schliesslich liefert wiederum Substanzen, 
deren Schmelzpunkt bei 65—70° C. liegt und welche beim Er- 
hitzen schon durch den Geruch ihren dem Bienenwachs jihn- 
lichen Charakter zu erkennen geben. 

Die Gesammtmenge der durch Alkohol und Aether ex- 


1} Hans Aronson. l. ec. 
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trahirten Substanzen ist je nach dem Alter der Culturen sehr 
bedeutenden Schwankungen unterworfen. Nach einer sehr 
grossen Anzahl von Versuchen betrug dieselbe im Minimum 
S$—10% 0, im Maximum 25—26°'o des Gesammtgewichtes der 
Bacillen. 

Durch die Behandlung mit Alkohol und Aether erleiden 
die Tuberkelbacillen eine gewisse Veriinderung, indem Substanzen, 
welche den intacten Bacillen leicht durch Extraction mit Wasser 
entzogen werden kénnen, in schwer ldsliche Modificationen 
iibergehen. 

Behandelt man intacte Tuberkelbacillen mit Wasser, oder 
auch mit verdiinnten Alkalien, wie z. B. mit Sodalésung (1° 0), 
so erhalt man fadenziehende, schlecht filtrirende Loésungen, 
welche am zweckmiissigsten durch Centrifugiren von den Bacillen 
getrennt werden. 

Weyl!) glaubte) das Vorkommen muciniihnlicher Ver- 
bindungen in) den Tuberkelbacillen constatirt zu haben. — In 
Alkaliausziigen der Tuberkelbacillen erluelt er Fiillungen mit 
verdiinnter Essigsiiure und schloss hieraus auf die Gegenwart 
eines Mucins, welchem er wegen der giftigen Wirkungen dieser 
ySubstanz die Bezeichnung «Toxomucin» beilegte. Gegen die 
Mucinnatur dieser Verbindung spricht der bereits von Wey! 
beobachtete Phosphorgehalt derselben, wodurch diese Substanz 
eher als em Nucleoalbumin charakterisirt wird. Zweifellos 
handelt es sich in diesen Essigsiiurefiillungen um Gemenge 
verschiedener Substaunzen, deren Isolirung, wie weiter unten 
gezelgt werden wird, erst in letzter Zeit gelungen. ist. 

Die durch Wasser oder verdiinnte Alkalil6sungen aus 
intacten Bacillen erhaltenen Extraete zeigen hiiufig die Eigen- 
thiimlichkeit, alkalische Kupferoxydlésungen zu reduciren, ein 
Reductionsvermogen, welches nach dem Erhitzen mit Siiuren 
eine betriichtliche Zunahme erfiihrt. Die Essigsiiurefillungen 
besitzen nach dem = Spalten mit Salzsiiure nur sehr geringe 
reducirende — Eigenschaften. Die eigentliche  muciniihnliche 
Substanz, welche den Losungen ihre fadenziehende Eigenschatt 


l Weyl, Ll). medic. Wochenschr.. 1891, >. 26. 
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und ihr Reductionsvermégen nach der Spaltung durch Siiuren 


verleiht, ist nicht fallbar durch Essigsiiure, wohl aber faillbar 
durch Essigsiture und Alkohol. Diese Substanz besitzt also 
Kigenschaften, welche mehr an das Pseudomucin der Ovarial- 
eystome erinnern. Gegen eine Identitat mit diesem Korper 
spricht freilich der Umstand, dass die aus den Tuberkelbacillen 
extrahirte Substanz keinerlei Eiweissreactionen liefert und durch 
die Fillung mit Alkohol in eine schwer lésliche Modification 
iibergefiihrt wird, 

Durch verdiinnte Alkalien werden) durchschnittlich 15° © 
vom Gesammtgewichte exsiccatortrockener Bacillen extrahirt. 

Um den physiologischen Wirkungswerth dieser Extracte 
bestimmen zu kénnen, wurden die Lésungen zuniichst mit 
Kssigsiiure neutralisirt, im Vacuum auf 3/10 des Volumens ein- 
geengt, angesiiuert und mit Alkohol gefallt, ohne dass die 
durch Essigsiiure allein fillbare Substanz abgesondert wurde. 

Die so erhaltenen festen Priiparate bezeichneten wir mit 
TS.» (Tuberkelbacillen-Sodaextract). 

Zu Produkten, welche mit den soeben beschriebenen fast 
identiseh sind, gelangt man durch Extraction der Tuberkel- 
bacillen mit Wasser oder besser mit Glycerinl6sungen (2——5° 0) 
in der Siedehitze. Die hierbei erhaltenen L6sungen besitzen 
gleichfalls eine schleimige, fadenziehende Beschaflenheit und 
enthalten ebenfalls geringe Mengen durch verdiinnte Essigsiiure 
lillbarer Substanzen. Die festen Priiparate, welche wir aus 
diesen Ausziigen durch Alkoholfiillung erhielten und welche 
wir mit’ «T. Gl.» (Tuberkelbacillen Glycerinextract) bezeich- 
neten, waren ziemlich schwer l6slich in Wasser und enthielten 
betriichtliche Mengen anorganischer Substanzen. 

Die Extraction von Tuberkelbacillen mit Kochsalzlésungen 
der verschiedensten Concentration liefert ebenso wie die Ein- 


Wirkung verdiinnter Siiuren in der Kiilte nur sehr unbefrie-—— 


digende Resultate, da in beiden Fiillen nur diusserst geringe 
Substanzmengen in die Lésungsmittel iibergehen. 

Auffallend ist es, dass alle Loésungen, welche man durch 
die verschiedensten Extractionsmittel aus den Tuberkelbacillen 


erhilt. nur sehr unbedeutende Eiweissreactionen liefern. 








Liisst man Verdauungsfliissigkeiten, wie Pepsinchlorwasser- 
~toffsiure oder auch Trypsin, in alkalischer Loésung auf die 
Bacillen einwirken, gleichgiltig ob man vorher eine Extraction 
der Fette vorgenommen hat oder nicht, so gehen hierbei 
selbst bet sehr lange fortgesetzter Einwirkung der Fermente 
nur sehr unwesentliche Mengen der Eiweisssubstanzen der 
Bacillen in losliche Modificationen tiber. 

Giinstiger gestaltet sich die Ausbeute an loslichen Eiweiss- 
korpern, wenn man gespannte Wasserdiimpfe auf gut entfettete 
Bacillen einwirken. liisst. 

Zu diesem Zwecke wurden die Bacillen) zuniichst mit 
1° ciger Sodalbsung extrahirt oder auch mit Glycerinl6sungen 
ausgekocht, mit Alkohol getrocknet, sehr griindlich entfettet, 
getrocknet und fein zerrieben. Die staubfeine Masse wurde 
dann mit der zehnfachen Menge einer 5°/oigen Glyceriniésung 
L'2 bis 2 Stunden im Autoclaven auf 150° C. erhitzt. Darauf 
wurde die noch heisse Masse filtrirt. Das anfiinglich klare 
Filtrat triibt sich beim Abkiihlen und setzt bei liingerem 
Stehen unlosliche Bodensiitze ab, welche mittelst der Centri- 
fuge leicht entfernt werden kénnen. 

Die Hauptmenge der bei diesem Verfahren in loésliche 
Form umgewandelten Substanz betriigt etwa 18—20°/o0 der 
Gesammtmenge der angewandten Bacillen und besteht  aus- 
schliesslich aus albumoseniihnlichen Produkten, ganz analog 
den Atmidalbumosen Neumeister’s.?) Die sich in unloslicher 
Form abscheidenden Substanzen bilden nur iiusserst geringe 
Mengen. Bemerkenswerth ist es, dass diese eigenartigen 
Korper, welche auf keinerlei Art wieder zur Loésung 
gebracht werden konnten, in mehreren Fillen die 
Hauptmenge der aus den Bacillen in Freiheit ge- 
setzten wirksamen Substanz enthielten. 

Das Gemisch der Atmidalbumosen bildet dunkel gefiirbte 
Losungen, welche durch Ammonsulfat, durch Kochsalz, nament- 
lich bei Gegenwart von Salzsiiure, durch Ferrocyvanwasserstoll- 
siiure und viele andere Fiillungsmittel, am besten jedoch durch 
absoluten Alkohol nach Zusatz geringer Mengen Kochsalz und 


Salzsiiure nmiedergeschlagen werden. 


1) Neumeister, Zeitschr. f. Biol., N. F., Bd. VIII, S. 57. 
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Die Alkoholniederschliige bilden nach dem Trocknen 
-chneeweisse, lockere Pulver, deren Menge 18—20°)o vom 
Gewicht der angewandten entfetteten Bacillen betrug. Wir 
legten diesen Priiparaten die Bezeichnung T. D. bei, wiihrend 
wir die einmal unter erhohtem Druck ausgelangten Bacillen 
mit Th. R. (Restbacillen) bezeichneten. 

Diese Th. RB. zeigten die Eigenthiimlichkeit, dass sie, 
wenngleich vor der Extraction unter Druck vollkommen = mit 
Mlkohol und Aether erschopft, nunmehr wiederum erhebliche 
Mengen fettihnlicher Substanzen aufweisen. Thatsiichlich kann 
man diesen Restbacillen durch Behandeln mit) Alkohol und 
Aether noch 10—15" 0 ihres Gewichtes entziehen. 

Nach der Extraction der Th. R. durch Alkohol und 
Aether konnte eine weitere Portion der Eiweisssubstanz der 
Bacillen durch nochmaliges Erhitzen im Autoclaven in losliche 
orm iibergefiihrt werden. Diese zweiten Ausziige verhielten 
sich den ersten ganz analog, nur dass die Menge der_ sich 
beim Abkiihlen der Losungen abscheidenden Substanz eine 
noch weit geringere war, als bei der ersten Extraction. 

Durch diese zweite Operation konnten noch 6—8°)o der 
Restbacillen in lésliche Form iibergefiihrt werden. 





Nachstehend gebe ich eine tabellarische Uebersicht aller 
aus 9O |. Culturfliissigkeit gewonnenen Produkte: 


d0 |. Culturfliissigkeit1) 





dO |. Filtrat 255 gr. Th. (Exsiceator trocken) 
125 gr. Tub. F. Alkohol 66° 0 SO gr. T. 8S. aus 253 gr. Tb. (Exs. tr. 


aus 25 |, Culturfiiissigkeit. . _ . 7 
207 gr. Alkohol Tb. aus 225 gr. Th. 
So gr. Tub. F. dialyst aus 25 1. a | a 
176 gr. Aetherentfettete Th. 

35 gr. T.D. aus 176 gr.entfetteten Th. 
130 gr. entfettete Tbh. R. 

16 gr. T. D. I. aus 130 gr. Th. R. 
110 gr. Th. R. | (mit Alkohol und 
Aether getrocknet). 

1) Die Culturfliissigkeit enthielt im Liter: 10 gr. Fleischextract, 
10 gr. Pepton, 20 gr. Glycerin, 5 gr. Kochsalz und 10 cem. Normal-Natron- 
lauge. 
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Den Bacillen waren demnach im Ganzen 81 gr. Substanzen 


In loslicher Form entzogen worden, oder 31,7°/o ihres Trocken- 
gewichts. Durch Alkohol und Aether wurden 60 ger. fett- 
dhnliche Substanzen extrahirt, oder 23.5°/o. Durch alle 
txtractionen zusammen hatten demnach die Bacillen einen 
Gewichtsverlust von 55,2°,/0 erlitten. 

Die vOllig ausgelaugten Riickstinde bilden graue Substanz- 
massen, welche durch den positiven Ausfall der Millon’schen 
Farbenreaction immer noch ihre Zugehorigkeit zu den Eiweiss- 
stoffen erkennen lassen. In concentrirter Salzsiiure lost) sich 
nach liingerem Stehen ein grosser Theil dieser Massen auf, 
Kocht man diese Restbacillen mit concentrirter Salzsiiure, so 
erhiilt man Losungen, welche Kupferoxyd in alkalischer Losung 
reduciren. Es scheint demnach ein grosser Theil der Eiweiss- 
korper der ‘Tuberkelbacillen aus  Substanzen zu bestehen, 
welche der Klasse des Keratins oder Chitins nahe = stehen, 
wenlgstens wiirde hierin eine Erkliirung fiir die grosse Wider- 
standsfihigkeit’ dieser Korper allen) Losungsmitteln gegeniiber 


legen. 


Das chemische Studium der Tuberkelbacillen erlangte 
durch die letzten Verdffentlichungen R. Koch's!) eine wesent- 
liche Forderung. Koch war es gelungen, die Tuberkelbacillen 
auf mechanischem Wege derartig zu zerkleinern, dass man in 
den zertriimmerten Massen mikroskopisch keine intacten Bacillen 
mehr zu unterscheiden vermag. 

Die so zerkleinerten Baeillen verhalten sich hinsichtlich 
ihrer Loslichkeitsverhiiltnisse vollig verschieden von den intacten 
Bacillen. 

Wiihrend es, wie wir gesehen haben, nur mit grossen 
Schwierigkeiten gelingt, wesentliche Mengen von der Leibes- 
substanz intacter” Bacillen in) lésliche Form iiberzufiihren, 
geht von den zerkleinerten Bacillen fast die Hiilfte ihres (1e- 
wichtes schon beim = einfachen) Zusammenreiben mit Wasser 
in Losune. 


Riihrt man zerkleinerte Bacillen mit Wasser an. so liefern 


1) R. hoch, Deutsche Medicin. Wochenschr. Bd. XXII, 1897. 
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sie leicht) vollkommen. gleichmiissige, milchige Emulsionen. 
Centrifugirt man diese Emulsionen liingere Zeit, so fallen die 
ausgelaugten Bacillen zu Boden, wiihrend sich oberhalb der- 
selben eine vollig durchsichtige, schwach opalisirende, gelbliche 
liissigkeit absetzt. 

Trocknet man die von der Fliissigkeit getrennten Bacillen 
nunmehr wiederum im Exsiccator, so zeigt es sich, dass sie 
annithernd die Hiilfte thres Gewichtes eingebiisst haben. 

Von grossem Interesse musste es nunmehr sein, die so 
erhaltenen Loésungen auf ihre Bestandtheile hin zu untersuchen. 

Die Reaction der Fliissigkeit ist) meist sehr schwach 
alkalisch, Offer auch vollkommen neutral. 

Die Loésung enthilt keine coagulirbaren  Eiweisskorper 
und liefert von allen) Farbenreactionen der Proteine nur eine 
giemlich deutliche Biuretreaction. 

Die auffallendste Eigenschaft der Fliissigkeit’ ist die, ge- 
nuine Kiweisskorper aus ihren Losungen niederzuschlagen. 

Liess schon diese oberflichliche Untersuchung vermuthen, 
dass es die dem = Zellkern angehérigen Verbindungen sind, 
welche die Hauptbestandtheile dieser Extracte ausmachen, so 
wurde diese Voraussetzung durch die eingehendere Unter- 
suchung vollauf bestiitigt. 

Essigsiiure erzeugt in der Fliissigkeit eine betriichtliche 
Filling, welche sich in einem Ueberschuss der Siiure nicht 
wieder auflést, wohl aber in verdiinnten Alkalien l6slich ist 
und aus diesen Losungen durch Siiuren von Neuem gefiillt 
werden kann. 

Diese durch Essigsiurefillung erhaltene Substanz enthiilt 
Phosphor und zwar nach einer anniihernden Bestimmung 
liber 4/0, 

Die neue Verbindung liefert weder die Millon sche noch 
die XNanthoproteinreaction. Eine Losung der Substanz in Eis- 
essig fiirbt sich beim Erwiirmen mit Schwefelsiiure nicht roth, 
dagegen ist die Biuretreaction  posiltiv. *~ 

Um die chemische Natur dieses Korpers zu ergriinden, 
<chiittelte ich ca. 25 gr. der Substanz mit Schwefelsiiure (1° 0) 
sehr griindlich aus und erhielt Losungen, welche auf Zusatz 











930 — 


von absolutem Alkohol einen voOllig farblosen, flockigen Nieder- 
schlag abschieden. Nach dem Abfiltriren und Trocknen stellt 


der Niederschlag ein schneeweisses, lockeres Pulver dar, dessen 
Menge etwa 0,7 gr. betrug. Der Koérper ist in warmem Wasser 
lOslich und scheidet sich beim Abkiihlen theilweise, auf Zusatz 
geringer Mengen Alkohols vollstiindig wieder ab. 

In der warmen Losung erzeugte Barytwasser einen weilssen 
Niederschlag von Baryumsulfat. Wurde dieses durch Filtration 
entfernt und das Filtrat von Neuem mit Alkohol gefiillt, so 
entstand ein Niederschlag, dessen wiisserige Loésung alkalisch 
reagirte. Es lag also Iner die freie Base des zuniichst als 
Sulfat erhaltenen Korpers. vor. 

In der warmen, neutralen) Losung des Sulfats  erzeugt 
Natriumpikrat einen Niederschlag, aus welchem = sich das 
urspriingliche Sulfat) durch Zerlegen mit Schwefelsiure nach 
Kntfernung der Pikrinsiiture durch Ausschiitteln) mit) Aether 
zuriickgewinnen Hisst. Es ist dies letztere das Verfahren, 
welches A. Kossel!) zur Reindarstellung der Protamine an- 
gewandt hat. 

Die auf diesem Wege gereinigte Substanz ist phosphor- 
frei. Thre ammoniakalische Lésung fillt L6sungen genuiner 
Kiweisskorper und primiirer Albumosen. 

Kine Lo6sung der Substanz liefert von allen Farbenreactionen 
der Eiweissstoffe nur die Biuretreaction. 

Es erfiillt somit diese neue Verbindung fast alle be- 
dingungen, welche A. Kossel?) fiir die Protamine  fordert. 
Sie wird erhalten als das Sulfat) eines basischen Produktes. 
sie Ist phosphorfrei, fiillbar durch Natriumpikrat in neutraler 
Losung, liefert von allen Farbenreactionen der Proteine nur 
die Biuretreaction und fiillt Eiweisskérper in ammoniakalischer 
Losung. 

Ich habe denselben Kérper nach demselben Darstellungs- 
verfahren mit vollig analogen Eigenschaften seither wiederhol! 


1, A. Kossel, Ueber die Constitution der einfachsten Eiweissstofile. 
Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. XXV, 1898, S. 165. 
2, A. Kossel |. ec. S. 166. 















von Neuem erhalten kénnen und hoffe bald in der Lage zu 
<ein, genaue analytische Angaben iiber die neue Verbindung 
verOffenthichen zu konnen. 

Fir dies neue Protamin modchte ich den Namen «‘Tuber- 
kulosamin» vorschlagen. 

Nach meinen bisherigen Untersuchungen ist das Tuber- 
kulosamin in den Tuberkelbacillen an eine Nucleinsiiure ge- 
bunden, da es mir gelang, aus den Riickstiinden der Mutter- 
substanz des Protamins nach dem Ausschiitteln mit Schwefel- 
siiure eine stark phosphorhaltige Siure zu isoliren, welche 
venuine Eiweisskorper zu fiillen im Stande ist. 

Das Vorhandensein dieser Nucleinsiiure-Protaminverbindung 
in den Extractionsfliissigkeiten zertriimmerter Tuberkelbacillen 
erklirt noch nicht die auffallende EKigenschaft dieser Losungen, 
genuine Eiweisskorper zu fiillen. Diese Thatsache — findet 
jedoch eine einfache Erklirung darin, dass sich neben diesem 
durch Essigsiiure fiillbaren Produkt freie Nucleinsiiure in nicht 
unerheblicher Menge in den Extracten vortfindet. 

Fillt man die Filtrate des Essigsiiureniederschlages mit 
salzsiurehaltigem Alkohol, so erhiilt man typische Fiallungen, 
welche alle Eigenschaften der Nucleinsiiure besitzen. 

Nach dem Abfiltriren und Auswaschen mit Alkohol und 
Aether bilden diese Niederschliige trockene Pulver, welche sich 
in Wasser, namentlich bei Gegenwart geringer Alkalimengen, 
leicht lésen. Diese Loésungen liefern keine Eiweissreactionen, 
erzeugen dagegen in Fliissigkeiten, welche genuine Eiweiss- 
korper enthalten, kriiftige Féllungen. 

Eine auf dem beschriebenen Wege erhaltene Substanz 
enthielt 9,42°/o0 Phosphor. 

Dieser neuen Verbindung, mit deren eingehenderem 
Studium ich augenblicklich beschiiftigt bin, legte ich die Be- 
zeichnung «Tuberkulinsiiure» bei. 

Durch das Vorhandensein der freien Nucleinsiiure in den 
Wasserextracten zerkleinerter Tuberkelbacillen kiénnte die auf- 
lallige Thatsache, dass diese Wasserextracte keinerlei genuine 
tiweisskOrper enthalten, eine befriedigende Erkliirung finden. 
Nimmt man an, dass von vornherein ein Ueberschuss freier 








Nucleinsiiure ino die Losung iibergeht, so wiirde ein Thei| 
dieser Siiure mit gleichzeitig gel6sten Albuminstoffen Verbin- 
dungen eingehen, welche in der annihernd neutral reagirenden 
Fliissigkeit unloslich sind und mit den ausgelaugten Bacillen- 
leibern beim Centrifugiren zu Boden gerissen werden. 

Fiir diese Annahme spricht der Umstand, dass man aus 
den ausgelaugten Bacillen in der That durch sehr verdiinnte 
Alkalien Substanzen extrahiren kann, welche durch verdiinnte 
Siiuren fillbar sind und sich wie Nucleine verhalten. 

Bei der Bearbeitune dieses fiir das Studium der Chemie 
des Zellkerns so tiberaus geeigneten Materials driingen = sich 
noch eine grosse Anzahl wichtiger Fragen auf, deren beant- 
wortung ich fiir die niichste Zeit in Aussicht stelle. 
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I. 

Man kann die bisher in Vorschlag gebrachten und = in 
Verwendung gekommenen Methoden zur quantitativen Bestim- 
mung der Blutalkalescenz im Wesentlichen wohl in zwei Gruppen 
cintheilen, von denen die eine zur Erkennung der Reaction 
einen Indicator anwendet, die andere durch Messung der im 
blute enthaltenen Kohlensiiure einen indirekten Wee einschliigt. 
Wie schon das Nebeneinanderbestehen zweier Methoden  ver- 
inuthen liisst, ist keine von beiden einwandfret. Die von Walter 
in Schmiedebergs Laboratorium) eingefiihrte Methode der 
Bestimmung durch Messung der Kohlensiiure benutzt als Indi- 
cator zweifellos eine genau definirbare, messbare und auch 
hervorragend wichtige Function der Blutalkalescenz, und = so 
-ind alle auf diesem Wege gewonnenen Daten sicherlich von 
dauerndem Werth und fiir die eventuell zu ziehenden Schliisse 
ein vorziiglich sicheres Fundament. Andererseits muss gesagt 
werden, dass diese Methode besondere Hilfsmittel verlangt und 
insofern im Stich liisst, als sie die neben den kohlensauren 

| Salzen vorhandenen alkalischen Affinitiiten vollkommen  ver- 
hachlissigt, auch uber die Menge der primiiren und secundiiren 








soa tendo 
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Carbonate nichts aussagt. Schon Kraus hat hervorgehoben,. 
dass so z Bb. eine Steigerung des Kohlensiiuregehaltes iiber 
die normale Grenze nicht ohne Weiteres zu einem Schlusse 
auf die Alkalivermehrung verwerthet werden darf. 

Aber auch gegen die andere Methode, welche einen Farh- 
stoff oder, wie dies neuerdings v. Limbeck vorgeschlagen 
hat, gebildetes Acidalbumin als Indicator verwendet, sind Be- 
denken erhoben worden. In der That ist ja wegen der Eigen- 
farbe des Blutes die Endreaction bisweilen ziemlich schwer 
zu-erkennen, auch veranlasst die Anwesenheit von Kohlen- 
siiure gelegentlich wohl gewisse Schwierigkeiten. Mehr jedoch 
ist hier zu beriicksichtigen, dass auch gegen die theoretische 
Verwendbarkeit der gefundenen Zahlen von competenter Seite 
Widerspruch erhoben worden ist. Derselbe  griindet sich im 
Wesenthchen darauf, dass im Blute ein Gemisch vorhanden ist 
von zahlreichen, ino threm = sauren und = basischen Verhalten 
zwelfellos ganz unbekannten Substanzen. deren einige als Ei- 
weisskorper, Amidosiiuren, Lecithin u. s. w. sogar amphoteres 
Verhalten zeigen. Diese von H. Meyer vorgetragenen  Be- 
denken verdienen sicherlich eingehende Beriicksichtigung, doch 
ist seit der Zeit, wo dieselben geiiussert wurden (1881 resp. 
I883), eine Wandlung in’ unseren Ansichten tiber die Natur 
der Losungen erfolgt, welche unsere Anschauungen tiber den 
Vorgang ber der Titration wesentlich geindert, ja eine einhelt- 
liche Theorie der Indicatoren erst ermoéglicht hat. 

Wie wir heute nicht mehr annehmen, dass im Blute die 
Salze Na,CO,, NaHCO,, Na, HPO, und Nal, PO, u.s. w. vorhanden 
sind, sondern die lonen Na‘, H:, PO,‘, CO‘, so kénnen wir 
auch logischer Weise versuchen, im Blut die vorhandenen 
siitureionen oder Basenionen durch Anwendung eines Indicators 
massanalytisch zu bestimmen. Diese Erkenntniss, dass dic 
meisten analytischen Reactionen Tonenreactionen sind, hat uns 
also auch fiir die Titration des Blutes das Verstiindniss und 
die Moglichkeit der Verwerthbarkeit geschaffen. Natiirlich 1s! 
die Anwendbarkeit eines Indicators von seinem lonisationsgrad 
in hervorragendem Maasse abhiingig, aber der lonisationspunkt. 
der dem Farbenumschlag eines Indicators entspricht, ist keine 
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gufiillige, nicht weiter bestimmte Grosse, denn er liesse sich in 
absoluten Werthen ausdriicken und so mit aéhnlichen quanti- 
tativen Bestimmungen in Vergleich stellen. 

So stehen dieser Methode der Alkalescenzbestimmung 
jetzt wohl weniger Bedenken entgegen, als friher gelegentlich 
vermuthet wurde, und in der That sind wir auch erst durch 
dieselbe zur Erkenntniss einiger Thatsachen gekommen wir 
erwihnen z. b. die von LOwy  studirte ungleiche Vertheilung 
der Alkalien in den Koérperchen und im Serum —, welche fir 
die Physiologie von hervorragendem Interesse sind. 

Leider jedoch bietet auch diese Methode besondere tech- 
nische Schwierigkeiten, wie schon daraus hervorgeht, dass die 
urspriingliche Methodik von Lassar, Landois, v. Jaksch, 
Winternitz, Tauszk, Schultz-Schultzenstein, in neuester 
Zeit aber namentlich von Kraus, Lowy und y. Limbeck 
modificirt wurde, jeder Forscher die Methodik entweder aus- 
fiihrlicher erdrterte (Hl. Mever, Jaquet) oder selbst: iinderte. 

Wegen dieser Schwierigkeiten bietet das Einarbeiten in 
die Technik der Alkalescenzbestimmungen immer wieder einen 
Anlass zum Aendern der Versuchsmethodik. Auch wir haben 
in dieser Richtung Erfahrungen gesammelt, bevor wir eine 
Frage aus dem genannten Gebiet zu bearbeiten unternahmen. 
Wir méchten iiber diesen Theil unserer Arbeit) zuniichst ge- 
sondert berichten, weil die Methodik tiber die Tragweite der 
aus den Versuchen zu ziehenden Schliisse entscheidet, und wir 
liir einige andere Fragen aus der Chemie des Blutes etwas 
beisteuern koénnen. 


Zur Methodik. 
a. Verfahren nach v. Limbeek. 


Bel unseren ersten Versuchen zur Titration von Blut 
erprobten wir zuniicnst die Methode von v. Limbeck, der in 
gliicklicher Weise dadurch, dass er die Eiweisskérper selbst 
als Indicator dienen liisst, die durch den Blutfarbstolf gegebenen 
Schwierigkeiten zu vermeiden suchte. Nach seiner Angabe 
wird in siedendheisse  Siiureldsung tropfenweise Blut resp. 
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Serum eingetragen, die iiberschiissige Siiuremenge wird mit 
Natronlauge zuriicktitrirt, bis das gebildele Acidalbumin aus 
der allerdings sehr triiben Lésung ausfiillt. In dieser Weise 
haben wir eine gréssere Reihe von Analysen ausgefiihrt, dabei 
aber gefunden, dass der Fiillungspunkt des gebildeten Acid- 
albumins doch nicht so scharf dem Neutralisationspunkt ent- 
spricht, als dies v. Limbeck annimmt. Aehnliches hat schon 
Meissner. fiir) sein) «Parapepton» genanntes Acidalbumin 
gefunden, und in neuester Zeit hat F. Goldschmidt im hiesigen 
Institut fiir Acidalbumine nachgewiesen, dass dasselbe unter 
Umstiinden schon bet saurer Reaction ausfiillt. Ebenso ist 
auch, wie wir uns wiederholt tiberzeugten, der Ausfiillungspunkt 
des Acidalbumins bei umgekehrtem Verfahren, bet der Riick- 
titration iiberschiissig zugesetzten Alkalis, cin wenig scharter 
und iiberdies ergaben sich hierbet bisweilen Werthe, die mil 
den bei direkter Titration gewonnenen durchaus nicht tiberein- 
stimimen. 

In Folge dieser Erfahrungen haben wir im Anschluss an 
das Verfahren v. Limbeck’s auch das Hiimoglobin resp. die 
Kiillung des daraus durch Siiure abgespaltenen «Globins» als 
Indicator zu verwenden gesucht, aber auch hier gefunden, dass 
die Abscheidung des Globins schon bei ganz schwach saurer 
Reaction eintritt. Weitere Versuche wurden ferner mit dem 
Casein angestellt. An einem vorziiglich reinen, nach Ham- 
marsten dargestellten Priiparat tiberzeugten wir uns, dass 
allerdings der Fiillungspunkt des Caseins ziemlich genau neu- 
traler Reaction entspricht, dass jedoch, wenn man eine alkalisclie 
Caseinlésung titrirt, leicht scheinbare Verluste eintreten, deren 
Aufkliirung uns spiiter auf anderem Wege modglich wurde. 


b. Aussalzungsverfahren, 


Bei unsern weiteren Versuchen haben wir daher davon 
abgesehen, «das bekannte Verhalten der Eiweisskorper gegen 
Siiuren resp. Alkali» als Indicator zu verwenden, und gesucht, 
eine) Versuchsanordnung zu finden, die auch die Anwendung 
der iiblichen gefiirbten Verbindungen zur Titration erlaubt. 
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Wir hatten uns ferner zum Ziel gesetzt, die Gesammtalkalescenz 
des Blutes zu bestimmen, ohne die von Zuntz, Giirber 
und neuerdings Hamburger gemachte Unterscheidung in 
diffusibles und nichtdiffusibles Alkali zu beachten. Zu diesem 
Vorgehen bestimmte uns in erster Linie der Umstand, dass 
man iber das, was man nichtdiffusibles Alkali nennt, noch 
wenig Genaues weiss, das Vorkommen von Alkalialbuminat im 
Blute jedenfalls sehr unwahrscheinlich ist, und dass ferner die 
| Methoden zur Trennung der beiden Alkaliarten (z. B. die Dif- 
fusionsmethode von Zuntz-Lowy oder Giirber), wenn wir 
| von der erst nach Beginn unserer Versuche erschienenen Arbeit 





Hamburgers absehen, nicht expeditiv genug sind, um_ bei 
einer grésseren Reihe von Thierversuchen angewandt = zu 
werden. 

Das Blut zu unseren Versuchen war meist ganz frisch aus dem 
schlachthaus bezogen, in einzelnen Fiillen tiberzeugten wir uns jedoch 
auch von der Ausfiithrbarkeit unserer Methoden an Hunde- und Kaninchen- 





blut. Wir benutzten meist defibrinirtes Blut resp. abcentrifugirtes 
Serum (letzteres meist vom Pferde), bisweilen auch Oxalatplasma. 
Ferner verwandten wir stets lackfarbenes Blut bzw. richteten die Ver- 





suchsanordnung so ein, dass das Blut vor der weiteren Behandlung lack- 
farben wurde. Auf die Verwendbarkeit und die Wichtigkeit dieser Mass- 
revel hat zuerst Lowy hingewiesen, der zeigte, dass Blutkérperchen 
und Serum nicht gleichviel Alkali enthalten, sondern erstere viel reicher 
daran sind als letzteres. Wir haben diesem Punkte ebenfalls besondere 
Aufmerksamkeit zugewendet und verweisen einstweilen auf die unten 
folgenden Protokolle (XI, XIL, XII, XVIIl, XIX), die Lowy’s Befund 
hestitigen. In gewisser Hinsicht bereitet jedoch lackfarbenes Blut fiir 
die Titration besondere Schwierigkeiten. Wenn man niimlich die Aus- 
fiillung des st6renden Blutrotes mit Ammonsulfat ausfiihren will, a@hbntlich 
wie dies Kraus in seiner ersten einschliigigen Arbeit kennen  gelelirt 
hat, so versagt das Salz dem gelésten Blutfarbstoff gegeniiber vollig. 
Um diese Schwierigkeit zu iiberwinden, haben wir zwei Modificationen 
eingefiihrt. 

Von der bekannten Erfahrung ausgehend, dass saure 
Salze, resp. die Combination Siture ++ Salz, besser aussalzend 
Wwirken als neutrale Salze, haben wir zugleich Ammonsulfal 
| und Schwefelsiiture zugesetzt. Zuniichst haben wir uns zu 
7 diesem Zwecke einer mit Ammonsulfat gesiittigten '10 Normal- 
<chwefelsiiure bedient, sind jedoch = spiiter zu dem weitaus 
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bequemeren Verfahren tbergegangen, Salz und Saure fiir sich 


getrennt anzuwenden. Diese Versuchsanordnung gestattet besser, 
die Concentration und die Menge sowohl der zugefiigten Siiure 
wie des zugefiigten Ammonsulfates in behebiger Weilse zu 
varliren. 

Durch Zusatz von Salzen zu lackfarben gemachtem Blute 
resp. zu in Wasser «aufgelOsten» rothen Blutkorperchen wird 
nun aber der Farbstoff aus der wiisserigen LOsung in die ge- 
schrumpften Scheiben hineingedriingt, ein unsere Versuche sehr 
stOrendes Verhalten. Wir haben daher ferner, gewissermaassen 
als Losungsmittel fiir die Stromata und um das Lackigwerden 
des Blutes zu erleichtern, Aether zugesetzt. Nach mannigfachen 
Kriahrungen benutzten wir zu diesem Zwecke durch Schiitteln 
mit Aether gesiittigtes Wasser (Aetherwasser). Dieses Ver- 
fahren hat sich in der Folge ganz ausserordentlich bewiihr 
und uns ber der Austillung des Hiimoglobins und zur Gewin- 
nung eiweissfreier Filtrate die besten Dienste geleistet. 

Das von uns ber den zunichst folgenden Versuchen an- 
eewendete Verfahren gestaltete sich mit) Riicksicht auf die 
eben erwiihnten Beobachtungen folgendermaassen: Je 5 Cem. 
des zu untersuchenden Blutes wurden mit einer Pipette in. ein 
Becherglas abgemessen, dazu 10 ccm. Aetherwasser (mit Aether 
vesiittigtes Wasser) und die betreffende Situremenge gegeben, so- 
dann, erst nach vollstiindiger Auflosung der rothen Blutkorperchen, 
nut Ammonsulfat gefillt. Nach kriiftigem Umrithren wurde 
durch ein trockenes, nicht zu kleines Filter filtrirt und von 
dem nur in seltenen Fiillen etwas gefiirbten  elweissfreien 
Filtrate ein aliquoter Theil direkt analysirt. 

Da beim Herstellen gesittigter AmmonsulfatlOsungen leicht 
saure Reaction eintritt, wurde entweder der Titer der ver- 
wendeten L6sung genau festgestellt oder die gesammte Lésung 
auf das Soregfiiltigste neutralisirt. da die hierbei statthabende 
gveringe Verdiinnung nichts ausmacht, die Anwendung voll- 
kommen neutraler Ammonsulfatlbsungen aber bet unten = zu 
erdrternden Versuchen sich als néthig erwies. Der starke Salz- 
ceehalt der Filtrate erschwerte die Titration viclfach sehr. Um 
die Aussalzung des Farbstoffes zu vermeiden, musste immer 
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bedeutend verdiinnt werden, doch erfordert auch in’ ver- 
diinnteren ammonsalzhaltigen Fliissigkeiten die Titration einige 
Lebung. 

Mit Vortheil verwandten wir hierbei als Indicator Laekmoid 
in der von Forster angegebenen Combination mit) Malachit- 
erin, die wir ausserordentlich empfehlen kénnen. 

Zur Titration verwendeten wir vorliufig nur ?)1e Normatl- 
jsungen, abweichend von anderen Angaben, in denen zur bBe- 
stimmuneg der Blutalkalescenz meist gréssere Verdiinnungen der 
Messfliissigkeiten vorgezogen werden, und suchten die even- 
tuellen Fehler in der Ablesung durch wiederholte Kontroll- 
proben zu eliminiren. Jeder Versueh wurde doppelt angestellt 
und vom Filtrate wurden mindestens zwei Proben untersucht, 
so dass wir unsere Versuche durch mehrfache Daten kontrollirt 
haben. 

Wir sind uns wohl bewusst. dass die angegebene Methode eine 
Reihe von Fehlerquellen einschliesst. von denen wohl die wesentlichste 
ist, dass der ausgefallene Niederschlay in das Volumen mit eingerechnet 
wird. Wenn man aber bedenkt, dass wir meist nur 5 cem. Blut anwandten, 
dass der Eiweissgehalt des Blutes nach v. Limbeck 17—20° 5 betriigt, 


tnithin unsere Lésungen (das spec. Gewicht des Blutes 1.05 und das det 


xX 1.0520 


O82 CoM. 
L004 1.28 


Liweisskorper = 1.28 nach C. Schmidt gesetzt 


kiweiss enthalten, ergibt dies bei einem Gesammtvolumen von 110 bis 
: ; ; LOO> O82 
130 ccm. im Mittel einen Fehler von 120 0.68° 0, der sicher 
innerhalb der Grenzen der unvermeidlichen Versuchsfehler legt. Das- 
selbe gilt von der eventuellen Contraction. die die concentrirte Ammon- 
sulfatl6sung bei der Verdiinnung mit der Blutl6sung erfaihrt. Ebenso wenig 
verkennen wir den Fehler, den das Abmessen einer so viscésen, kOrper- 
liche Elemente enthaltenden Fliissigkeit. wie es das Blut ist, mit einer 
Pipette in sich birgt. Wie unsere Versuchsreihen zeigen, war auch dieser 
nicht so gross, dass hierdurch ungeniigend iibereinstimmende Werthe 
erhalten worden wiiren. Immerhin diirfte es sich mehr empfehlen, das 
Blut in einer lackigmachenden Fliissigkeit aufzufangen und seine Menge 
dem Gewichte nach zu bestimmen, eventuell durch Division mit 1.05 


die Reduction auf das Volumen vorzunehmen. 

Wir lassen nunmehr diejenigen unserer Versuche folgen, 
welche als erste in der beschriebenen Art angestelll worden 
sind, 
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Anmerkung 1 zu Tabelle I. Die zu unseren Versuchen  ver- 
wendeten Messfliissigkeiten hatten verschiedene Concentration. Die ein- 
velnen Lésungen sollen im Folgenden nur mit Buchstaben gekennzeichnet 
werden, die auf den an dieser Stelle vermerkten Titer verweisen: 


1490 Lauge A... ... = 0,0947 
kG 0.1042 

_ O. L000 

a a re O.0189 
! 40 ean eee 0.0251 
130 a “hha 0.0502 
t's ow aa oie ae 0.2000 

140 Schwefelsiiure A == 0,1042 
B 0.1032 

CG =- 01000 

ts » 0.2084 


Anmerkung 2. Das zu Versuch II verwendete Blut hatte bei 
der Untersuchung nach v. Limbeck fiir 100 ccm. eine Alkalescenz von 
‘89.5 mer. NaOH. 

A. Versuche mit lackfarbigem Blut unter Rucktitration zugesetzter 
Saure. 


Bestimmung der Siiurecapacitat. 





Unsere ersten Versuche (s. Tab. I), welche wir, wie oben be- 
7 


z 


schrieben, mit saurem Ammonsulfat angestellt haben, ergaben fiir 


oi ahipprtetess 
24 Ses 


die Alkalescenz auffallend hohe Werthe, welche die héchsten bis- 
her beobachteten (von Lehmann und Lowy) meist noch um 
mehr als die Hiilfte iibertrafen. LOwy vermuthet, dass die von 
ihm erhaltenen hohen Werthe durch das Lackigwerden des 
blutes bedingt sind. Wir glauben, dass die unsrigen neben 
jJenem Umstand auch auf die zugesetzte Siiture bezogen werden 
miissen, welche, wie auch schon Lehmann und Lowy ver- 
muthete, gewissermaassen im Stande wiire, weitere alkalische 
Affinitiiten aus ihrer Bindung zu l6sen. 





4 Dass die zugefiigte Siiure bei den von uns angewandten 
Concentrations- und Temperaturverhiiltnissen auf die Eiweiss- 
korper nicht hat veriindernd einwirken kénnen, geht aus Ver- 
suchen hervor, die F. Goldschmidt im hiesigen Institut an- 
gestellt hat, und iiber die er in seiner demniichst erscheinen- 
den Dissertation berichten wird. Acidalbuminbildung aus dem 
Serumalbumin hat in unseren Versuchen sicher nicht  statt- 

haben kénnen. 
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Betrachtet man die in den vorstehenden Versuchen (s. 
bes. Tab. Il) gefundenen (scheinbaren) Alkalescenzzahlen, so 
sieht man, dass mit der Menge der zugesetzten Siiure auch 
die Werthe fiir die Alkalescenz steigen. Auffallend erscheint 
ferner, dass bei den Versuchen, bei denen die niedrigsten 
Werthe gefunden wurden, immer noch ein betrichtlicher Ueber- 
<chuss von Siiture vorhanden war. Da, wie Versuch V_ zeigt, 
hei steigender Verdiinnung (aber gleicher Siituremenge) tberein- 
~timmende Werthe erhalten wurden, so scheint die Concentration 
der einwirkenden Siiure nicht von Belang zu sein. Wir haben 
dementsprechend im Versuch VI steigende Quantitiiten Sadure 
und fallende Quantitiiten Wasser angewendet, so dass die 
Reaction bei gleichem Gesammtvolumen verliel. Wie die Ta- 
belle zeigt, beobachteten wir auch hier eine Steigerung in den 
ischeinbaren) Alkalescenzzahlen parallel der Sidurenmenge. 

Wir hielten es nun fiir angezeigt, diejenige Siiuremenge 
zu bestimmen, bet welcher eine Erhohung der (scheinbaren) 
Alkalescenz nicht mehr eintritt, und fanden zuniichst (vergt. 
Tab. WD, dass bis zur Anwendung von 50 cem. 1/49 Normal- 
siiure noch eine Zunahme stattfindet. Wegen der Inerdurch 
herbeigefiihrten zu grossen Verdiinnung, bei welcher in einigen 
Fiillen Blutfarbstoff in L6sung ging, wurde nunmehr eine an- 
niihernd 1/5 normale Schwefelsiiure verwendet. Hierber ergab 
sich fiir verschiedene Blutarten (vergl. Tab. UD, dass bei An- 
wendung von 20 cem. eine maximale Zahl erreicht war, was 
uns dann auch bestimmte, in den spiiteren Versuchen, wo es 
sich hauptsichlich um = Erzielung eines maximalen Werthes 
handelte, stets nur 20 com. 1/5 Schwefelsiiure anzuwenden. 

Auch auf Pferdeblutserum haben wir ganz in der gleichen 
Weise wie fiir lackfarben gemachtes Blut die oben beschriebene 
Lntersuchungsweise angewandt. Wir erhielten dabei, wie aus 
den Versuchen XI und XII (Tab. IV) ersichtlich, fiir das Serum 
desselben Blutes niedrigere Werthe als fiir das Gesammitblut, ein 
Punkt, auf den wir weiter unten zuriickkommen. Noch ge- 
ringere Werthe erhielten wir (s. Versuch XIN), als wir den Ver- 
such in der Weise variirten, dass wir, da das Serum hiimo- 
vlobinfrei war, jeglichen Zusatz von Siiure vermieden. Dies 

















liberraschende Ergebniss fiihrte zu der folgenden Versuchs- 
reihe, 


B. Versuche mit lackfarbenem Blute und direkter Titration. 


(Ohne zugesetzte Saure.) 


Bestimmung der nativen Alkalescenz. 


Nachdem wir, wie schon erwiéhnt, bei einem Versuch 
mit Pferdeblutserum (Versuch XID), wobei keine Saure zugefiigt 
war, bedeutend niedrigere Werthe als beim vorherigen Siiure- 
zusatz (Versuch XID) erhalten hatten, haben wir versucht, auch 
bei der Hiimoglobinfiillung den Siiurezusatz zu vermeiden. 
Dadurch, dass wir in dem Aether ein Losungsmittel fiir das 
Hiimoglobin zutiihrten und = relativ grosse Mengen gesiittigter 
Ammonsulfatlbsung verwandten, war es uns moglich, auch 
hier farblose Filtrate zu erhalten, in denen mit Hilfe eines 
lndicators direkt titrirt werden konnte. Bei der Ausfiillung 
der Eiweisskorper durch Ammonsulfat +--+ Siure hatte eine 
halb gesittigte Ammonsulfatlbsung zur vollstiindigen Ausfillung 
eenugt. Dagegen haben wir uns tiberzeugt, dass es in- nicht 
saurem Blute und auch bei Zusatz von Alkali (vergl. Tab. V 
Versuche XIV und folgende) hierzu einer gesiittigten Ammon- 
sulfatlosung bedart. 

Die auf diese Weise erhaltenen Zahlen (vergl. Tabelle IV 
Vers. AIPou. NUT und Tab. V) zeigen aufs Deutlichste, dass 
man mit Hilfe des einfachen Verfahrens oder kurz gesagt der 
direkten Titration» sehr viel medrigere Werthe erhiilt, als 
wenn man vor der Ausfillung zum Blut Siiure zusetzt. 

Da das bei der direkten Titration eingeschlagene Ver- 
fahren zweifellos das einfachere und eindeutigere ist, so sind 
auch offenbar die so erhaltenen Zahlen diejenigen, welche die 
wahre Alkalescenz des Blutes am richtigsten wiedergeben, die 
abnorm hohen, nach Verfahren A erhaltenen sind hingegen als 
artiticielle, durch die Versuchsmethode bedingte anzusehen. 
Welche Umstinde die nach Verfahren A erhaltenen, ausser- 
ordentlich hohen Zahlen haben herbeifiihren kénnen, soll weiter 
unten erortert werden. 














I4Q) — 


C. Versuche mit lackfarbenem Blut und Ricktitration zugesetzten 
Alkalis. 


Bestimmung der Basencapacitiat des Blutes. 


Die im vorigen Abschnitt angefiihrten Versuche haben 
sezelgt, dass auf vorgiingigen Siiurezusatz ganz ausserordentlich 
hohe Alkalescenzwerthe erhalten werden. Es lag nahe, diese 
Erscheinung (vergl. Tab. V die Versuchsreihen XIV—XAIV a, b, 
wo fur dasselbe Blut verschieden hohe Werthe erhalten wurden) 
dahin zu deuten, dass mit der zugesetzten Siiure die Eiweiss- 
korper des blutes in irgend einer Weise derart reagiren, dass 
bei der Ausfillung durch Ammonsulfat mit dem Eiweiss auch 
vebundene Siiure mitausfillt. Ist dies der Fall, so wire zu 
vermuthen, dass bei der amphoteren Reaction der Eiweiss- 
korper in iihnlicher Weise wie Siiuren auch Basen wiirden 
eebunden werden kénnen.') 

Wir haben in der Folge eine grosse Reihe von Versuchen 
angestellt, die das bestiitigen. In analoger Weise wie oben 
Siiture haben wir abgemessene Quantiliiten Alkali zu lackigem 
blute hinzugesetzt, und, wie dort auffallend hohe, hier auf- 
fallend niedrige Alkalescenz (niedriger als bei der direkten 
Titration im Abschnitt By, ja sogar in einigen Fiillen theo- 
retisch saure Fliissigkeiten) erhalten (vergl. Tab. V, Versuche 
XIV—XNIV ¢). Auch hier stieg bei vermehrtem Zusatz von 
Alkali der Antheil, der nicht mehr zuriicktitrirt werden konnte. 
Selbstverstiindlich durften hier nicht allezu  grosse  Alkali- 
mengen angewendet werden, damit nicht durch Entweichen 
von Ammoniak Fehler entstiinden. (Vergl. Tab. VI, Versuche 
XVIHT—XXIV.) Aus den nachstehend aufgefiihrten Versuchen 
ergibt sich iibereinstimmend, dass die Menge des so- ver- 
<¢hwindenden Alkalis eine wesentlich geringere ist, als die 


1, Es sei erwiihnt. dass bei direkter Titration von Blut oder Serum 
‘ohne Beseitigung der Eiweisskorper) alles hinzugefiigte Alkali zuriick- 
litrirt werden kann, wie Loewy, Jaquet und Hamburger gefunden 
haben. Bei Anwendung von Alkoholfiillung erhielt Hamburger jedoch 
nur einen Theil des zugefiigten Alkalis zuriick, weil, wie er in allerjiingster 
Zeit schreibt, «ein Theil in schwer diffusibles, ein anderer Theil in leicht 


diffusibles Alkali iibergeht.» (Arch. f. Physiologie 1898, p. 42.) 
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der unter gleichen Bedingungen nicht wieder gefundenen Sjiure. 
Aut analoge Erscheinungen, die bei anderen EiweisskoOrpern 
<tatthaben, soll weiter unten eingegangen werden. 

Dass die Differenz in den nach den verschiedenen Me- 
‘hoden erhaltenen Werthen auf das vorhandene (durch Ammon- 
sulfat fiillbare) Eiweiss zuriickzuttihren ist, haben wir zuniichst 
fiir das Blut dadurch zu erweisen gesucht, dass wir ein. be- 
<onders klares Serum (von freiwillig geronnenem Pferdeblut 
decantirt) einerseits direkt, andererseits nach Ausfiillung der 
KiweisskOrper titrirten. Ber der direkten Titration ergaben sich 
Schwierigkeiten, indem die gelbe Fiirbung auch des verdiinn- 
teren Serums den Farbenumschlag nur sehr schwer erkennen 
liisst. Bet einiger Uebung konnte jedoch bei Anwendung des 
Forster schen Lackmoidindicators der Neutralisationspunkt 
ventgend scharf erkannt werden. Die Unterschiede der in beiden 
Millen gefundenen Zahlen sind so gross, dass sie nicht von 
Titrirfehlern abhiingen kénnen. Zudem gibt die im zweiten Fall 
cefundene Zahl genau den Punkt an, bei dem im eiweisshaltigen 
Serum beim langsamen Zufiigen der Siiure die © stiirkste 


Tribung eintrat. 


Versuch XXV. 

A. 5 ecem. farblosen Pferdeblutserums wurden unter starker Ver- 
diinnung mit Wasser (200—250 cem.) direkt mit dem Foérster’schen 
Indicator titrirt. Dazu wurden im Mittel verbraucht: 3.76 cem. '10 Saure b. 
l() cem. desselben Serums ebenso titrirt erforderten 7.90 cem. ‘10 Saure B. 
Hieraus berechnet sich fiir 100 cem. Serum eine Alkalescenz von 
$18.3 mer. NaOH. 

B. 10 cem. desselben Serums wurden mit 150 cem. gesiittigter 
Ammonsulfatlésung gefallt und je 50 cem. des Filtrates titrirt. Hierbe: 
wurden fiir 50 cem. (Mittel aus drei Doppelbestimmungen) 0,725 cem. 

io Saéure B verbraucht. Hieraus berechnet sich die Alkalescenz fiir 
100 cem, Serum zu 95,74 mgr. NaOH. 


D. Zusammenfassende Bemerkungen. 

In den vorstehenden drei Kapiteln haben wir gezeigt, dass 
lr die «Alkalescenz des Blutes» ganz verschiedene Werthe 
erhalten werden, je nachdem man Verfahren A, B oder CG an- 
wendet. Von diesen drei Verfahren gibt, wie schon erdrtert. 
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nur B einen Werth, der dem entspricht, was man bis Lowy 
Alkalescenz des Blutes genannt hat und der die Alkalescenz 
der im Blutserum vorhandenen Carbonate und Phosphate oder. 
was wohl das Gleiche bedeutet, den Gehalt) an «diffusiblem 
Alkali» anzeigt. Dass nicht alles im Blute wirklich vorhandene 
Alkali auf diesem Wege gefunden wird, geht aus den Versuchen 
des Kapitels C und denen des Abschnitt Il hervor. Diese zeigen, 
dass ein Theil des zu einer eiweisshaltigen” Fliissigkeit zuge- 
setzten Alkalis sich mit) diesem Eiweiss in irgend einer Art 
von Bindung befindet, so dass es bei Ausfillung durch Ammon- 
sulfat mit dem Eiweiss zusammen ausgefaillt wird. Man erhiill 
also bei der Titration des Blutes nach Verfahren C eine Zahl, 
die abhiingig ist nicht nur von der wirklich vorhandenen Menge 
Alkali, sondern auch von der vorhandenen Menge (und der Art) 
alkalibindender EiweisskOrper (subacider Stoffe Jaquet’s). Da 
die an Eiweisskérper gebundenen Alkalien der Diffusion nicht 
zugiinglich sind, so ist zu erwarten, dass unser Verfahren B 
die Menge des diffusiblen Alkalis angibt. 

In der That stimmen die nach unserem Verfahren fiir die 
native Alkalescenz sich ergebenden Zahlen (vgl. Tab. VID) gut 
liberein mit denen, die Giirber und Kraus (in seiner neuesten 
Arbeit s. u.) fiir diffusibles Alkali gefunden haben. Es enthalten 
niimlich nach Giirber l0Ocem. Pferdeblutserum 192 mgr. Na,CO, 
— 125.8 mer. NaOH, nach Kraus 100 cem. Pferdeblutserum 
175. Plerdeblut 218—225, Rinderblut 175 mer. NaOH, wiihrend 
wir im Mittel eine native Alkalescenz fiir Pferdeblutserum von 
110.5. fiir Pferdeblut von 158.4%, ftir Rinderblut von 145.2 mer. 
NaOH finden. Ganz anderer Art ist das, was wir durch die Me- 
thoden A und G erfahren. Fiir die hiermit erhaltenen Zahlen ist 
das vorhandene Eiweiss viel massgebender als fiir die nach 
Methode B gefundenen. Da bei A diejenige Quantitiit Saure 
titrirt wird, welche einerseits durch die vorhandene Alkalescenz 
sesiittigt, andererseits durch das vorhandene Eiweiss gebunden 
werden kann. erhalten wir durch die Zahl a einen Grenzwerth 





fiir die siiurebindende Kraft des Blutes, und a—b ist) dann 
anniihernd das Maass fiir die maximale Siure bindende Kratt 
der im Blute vorhandenen Eiweisskorper. 
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Nachdem schon Maly das blut als eine theoretisch saure 
jiissigkeit angesprochen hat, wies dann Friedrich Kraus aul 
einen im Blute vorhandenen alkalibindenden Factor hin, indem 
er die «Aciditit des Blutes» nach Entfernung der Eiweiss- 
korper mit Kaliumacetat und Alkohol zu bestimmen— suchte. 
Unser Werth b--c, der durch Salzfiillung einer mit Alkali tiber- 
sittigien Eiweisslosung erzielbare Alkaliverlust, stellt) etwas 
Anderes dar als Kraus’ Aeciditiit. Er setzt sich zusammen aus 
jener Menge Alkalivalenzen, die beim Alkalischmachen in Form 
yon Ca- und Mg-phosphat oder -carbonat ausfallen, sodann aus 
jener Menge Alkali, die an Eiweiss gebunden in den Eiweiss- 
niederschlag tibergeht. Um Verwechslungen mit der durch = b 
eegebenen nativen Alkalescenz zu vermeiden, wollen wir 
diese Grosse als Basencapacitiit und dementsprechend a 
als Siurecapacitat des Blutes bezeichnen. Geniigt der Ca- und 
Me-Gehalt des Blutes, um nach Zusatz von Alkali sitmmtliche 
Kohlensiure und Phosphorsiiure zu binden, so muss der hier- 
durch bedingte Alkaliverlust annihernd dem = nativen  Alkali- 
vehalt entsprechen, beim Vorhandensein von bBicarbonat den- 
selben sogar noch iibertreffen.) 

1) Es mégen diese Verhiiltnisse durch die folgenden vier Schemen 
veranschaulicht werden: 

|. Kin aquimolekulares Gemenge von Na,CO, und Na,HPO,, das mit 
1) Molekiilen NaOH versetzt ist. verlangt nach Filtration zur Neutrali- 
sation 14 Molekiile HEIL: 

Na,CO,—- Na,HPO,— 10 NaOH 1L4iHCl — 14 NaCl — Co,—--H,O—- HPO, 

Il. Dasselbe Gemenge verlangt bei Anwesenheit von 1 Mol. CaCl, 
resp. MgCl,), da sich dann CaCO, abscheidet und mit den Eiweiss- 
kOorpern ausgefallt wird, nur 12 Mol. HEL: 

Na,CO,+-Na,HPO,+-10 NaOH——CaCl, == CaCO, Na, HPO,—-10ONaOH—2Nall 
Na, HPO, 10 NaOH +12 HE]: -H,PO,+-12 NaCl-LOH,O. 

Ill. Bei Anwesenheit von 2 Mol. CaCl, geniigen 10 Mol. HE], am 
das Filtrat zu neutratisiren: 

Na, Ce ).-Na,HPO,—1ONaOQH—2CaCl, —CaC0,—-Ca,HPO,---1ONaOH--4Nall 
LONaOQH-—1LOHC] — 10NaCl-——LOH,O. 

In diesem Falle wire also die native Alkalescenz verschwunden, 
in Falle Il nur zur Hilfte. 

IV. 1 Mol. Bicarbonat und 10 Mol. NaOH verlangen zur Neutra- 
sation 11 Mol. HC], bei Gegenwart von 1 Mol. CaCl, jedoch nur 9 Mol. HE! 

Fiir Bicarbonat und saures Phosphat wire dann der Alkaliverlust 





doppelt so gross als die native Alkalescenz. 











Die Bedeutung der einzelnen analytischen Daten ist) am 
besten aus vorstehendem Schema zu entnehmen. Bezeichnet der 
Nullpunkt den neutralen Punkt fiir unseren Indicator und tragen 
wir die Alkalescenz- resp. Siiturewerthe auf der geraden ac aus- 
eedriickt in mgr. NaOH auf, so fallen z B. fiir Versuch XXIU die 
Werthe fiir native Alkalescenz mit Punkt b, die maximale Siiure- 
capacitiit mit  Punkt a und die Basencapacitiét auf der negativen 
Linie mit Punkt © zusammen. Die Strecke b a gibt dann die Siiure- 
capacitiit der Eiweisskorper an und die von Lowy gefundenen 
Werthe stellen Punkte auf dieser dar: ae zelgt an, innerhalb 
welcher Grenzen, «Reactionsbreite», Alkalien resp. Sauren neu- 
tralisirt werden konnen. 
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| Maximale Siiurecapacitét des Blutes. 

Il Native Alkalescenz 

II] Maximale Basencapacitit 

IV. Reactionsbreite 

lL Lowv/'scher (Verdiinnungs-) Werth. 
 Nullpunkt des Férster’schen Indicators, 


Dass fiir die Untersuchungen tiber die Alkalescenz des 
Blutes neben der Bestimmung der nativen Alkalescenz auch 
° . tee i ee 7! ° ° 
die der) maximalen Siiure- und Basencapacitiit wichtig ist, 





braucht nach dem oben Ausgefiihrten wohl nicht erst ausfiihr- Le 
lich erértert) zu werden, denn wir haben ja gezeigt, dass der 
Werth fiir die native Alkalescenz abhiingig ist von den meis! 
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noch in der Blutfliissigkeit) enthaltenen Affinitiiten fiir Basen 


oder Siuren. In der That haben uns dies auch Thierversuche 
bestiitigt, tiber die demniichst berichtet werden soll. 

Wiihrend, wie erwithnt, die Zahlen b in unserer Versuchs- 
anordnung denjenigen entsprechen, welche Giirber mit: seiner 
Diffusionsmethode erhalten hat, sind diejenigen unserer Ver- 
suchsanordnung a offenbar mit denjenigen LOwy’s vergleichbar. 
Wenn wir freilich bei unseren Versuchen Zahlen erhalten haben, 
die noch héher legen als diejenigen LOwy s, so ist) hierauf 
ofienbar der von uns angewendete Ueberschuss an Siiure, wie 
auch experimentell gezeigt (siehe Tabelle III), vielleicht auch die 
Wahl der benutzten Siure von Einfluss gewesen: dort die 
<chwach dissociirte Weinsiiure, bel uns die stark dissociirte 
Schwefelsiiure. Versuche tiber den Einfluss des Dissociations- 
grades der zugesetzten Siituren und Basen auf die Capacitiat der 
Kiweisskorper fiir dieselben  sollen dies weiterhin  aufkliiren. 

Vergleicht man endlich die fiir native Alkalescenz, Siiure- 
und Basencapacitit. gefundenen Werthe, welche bei Unter- 
suchung des Gesammtblutes und Serums eines und desselben 
Thieres erhalten wurden, wober der Uebersichtlichkeit) halber 
auch die Siiturecapacitit in mgr. NaOH ausgedriickt ist (vergleiche 
Versuch XVIT und NIX), so findet man zuniichst in Ueberein- 
stimmung mit Lowy und Giirber auch nach unserer Methode, 
dass fiir Siurecapacitéit und native Alkalescenz im Gesammiblut 
hohere Werthe gefunden werden, als im Serum, dass umgekehrt 
aber fiir die Basencapacitét im Serum hohere Zahlen erhalten 
werden, als im Gesammtblut. Zu den mannigtachen Differenzen 
zwischen Blutkérperchen und Serum, welche schon bekannt 
<ind, gesellt sich somit ein neuer: wiithrend die in den Blut- 
korperchen vorhandenen durch Ammonsulfat  ausfallbaren 
Liweisskérper eine grOssere Capacitat fiir Siuren haben, 
besitzen umgekehrt dieselben im Serum eine hohe Capacitiit 
fiir Basen (vergleiche Versuch NVI und XIX). 

Als die vorliegenden Untersuchungen bereits abgeschlossen 
ind medergeschrieben waren, gelangte eine Arbeit von Fried- 
rich Kraus Ceber die Vertheilung der Kohlensiture im 
blute» (Festschrift, Graz 1898) zu unserer Kenntniss, deren 








Tabelle VIL. 
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: re Native abhangige Rasen- 
4 Blutart far 100 cem. eae fiir 100 ccm. yeti 
= In mgr, ‘ ; o : 
E xaOH NaOH phe. | NaOH 
a b a—b b-Le 
Vill Schiweineblut 1322.4 
IX 1270.4 
NIV | 1162.4 116.8 1045.6 
XX | 1274.4 179.4 1095.0 5 356.3 
Vil Rinderblut 1224.0 
XV 1163.2 B91 0 1024.1 
X\NI 1125.6 147.2 9784 tl boi 
XVI Hammelblut LOB8.4 110.4 928.0) 
XXII LOO] .2 124.2 967.0 304,2 
lV Pferdeblut 1734.4 | 
\ 1575.2 | | 
VI 1753.6 | 
XI [296.8 | 
XVI 1399.2 177.5 | 1121.7 
\VITI 1160.8 109.2 1051.6 i.1 
\XIII [280.0 188.6 LO91 4 328.6 
XII Pferdeblutserum M24 | 
XH | 145.0 
XIX DOS. | t2.64 465.36 D145 
XXIV (96.0) 1218 374,2 378.6 
XXXVI 1n7.6 94.88 362.72 162.08 
XXXVI 1535.2 105.84 397.36 4,24 
XXAVII 92.0 | 122.4 369.6 96.0 
XXNIX 4ASO 114.16 B28.84 162.96 
XL D13.6 107.2 HG 4 60,00 j 
XL 192.0 | TBR BbB6 93.6 ; 
\AVII Kaninchenblut | 1118.4 204.0 Ql 44 | 39D.8 4 
XXIN LO73.6 L714) 902.6 171.0 
XXX Q18.4 {23,3 795.1 261.12 : 
XXXI 144.7 242.08 : 
\XANII 1032.0 215.8 816.2 211.04 
XXANLV 1100.8 207.52 S925 207,52 
\ XXIII Hundeblut 1225.6 1095.2 
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Il. Kapitel tiber «Die Alkalescenz des Serums und der rothen 
BlutkOrperchen > handelt. Die von Kraus dort zur Alkalescenz- 
hestimmung angewandte Methode ist der von uns zur Er- 
mittelung der nativen Alkalescenz benutzten, die ganz unab- 
hiingig davon entstanden ist, dhnlich: er macht das zu unter- 
suchende defibrinirte Blut) durch Hinzufiigen von 2-—4 cem. 
Aether lackig, entfernt dann den = gréssten Theil des Aethers 
wieder bei 40° und versetzt hierauf eine genau abgemessene 
Menge des lackfarbenen Blutes mit dem = vierfachen Volumen 
einer gesiittigten Ammonsulfatlbsung. Das von uns zur Bestim- 
mung der nativen Alkalescenz angewandte Verfahren gestaltet 
sich wesentlich einfacher und ermodglicht auch, bei Kiihlung 
des Aetherwassers durch Eis und Abwiegen der Blutmenge. 
dessen Anwendung fiir frisches Blut. 

Auch Kraus kommt zu dem Schlusse, dass die nach 
einem derartigen Verfahren gewonnenen Zahlen jedenfalls der 
wahren Alkalescenz des Blutes mehr entsprechen, als diejenigen, 
welche man nach Lowy s Methode erhilt. Er. stiitzt sich 
hierber auf die gute Uebereinstimmung seiner Zahlen mit solchen. 
die sich aus Aschebestimmungen von Bunge und Abder- 
halden berechnen lassen. Wie schon erwiihnt, stimmen Kraus’ 
Werthe auch mit den unserigen gut iiberein. Ferner hat auch 
Kraus bei dieser Gelegenheit Beobachtungen gemacht, die 
eine erhohte Basencapacitiit des Blutes darzulegen geeignet 
sind, dieselben jedoch nicht weiter verfolgt. Wir finden daher 
bei Kraus sowohl wie auch in der oben citirten, ganz neu 
erschienenen Arbeit von Hamburger Methoden zur Bestim- 
mung der nativen Alkalescenz des Blutes: beide behandeln 


jedoch die Gesammtbreite der Reaction des Blutes nicht aus- 


fihrlicher. Die Frage, inwieweit bei Beurtheilung der physio- 
logischen Leistung des Blutes neben der nativen Alkalescenz 
des Blutes auch die Basen- und Siiurecapacitiit desselben in 
betracht kommen. soll bet Mittheilung unserer einschligigen 
Thierversuche eingehender behandelt) werden. 











Ueber das Saure- und Basenbindungsvermogen der Eiweisskorper. 

Aus den vorstehend mitgetheilten Versuchen geht wohl 
In unzweideutiger Weise hervor, dass die Eiweisskérper des 
Blutes Basen und Siuren zu binden im Stande sind. Nun 


sind in der Litteratur schon seit liingerer Zeit — die iiltesten 
Angaben rihren von €. Schmidt und Mulder her — iiber 


das Siurebindungsvermogen der Eiweisskorper Beobachtungen 
mitgetheilt worden, die in neuester Zeit von Sjoqvist und 
Cohnheim  quantitativ ausgefiihrt und = jiingst auch von 
St. Bugarszky und Liebermann auf basen ausgedehni 
worden sind. In iihnlicher Versuchsanordnung wie wir hat 
bereits vor Jahren Herth gefunden, dass bei Féllung von 
Hemialbumose» mit neutraler Salzl6sung ein Theil der Siiure 
mit der Albumose ausgeschieden wird. 

Wir haben, um die allgemeine Anwendbarkeit unserer 
Methode zu priifen und um festzustellen, ob auch andere Ei- 
weisskOrper sich wie diejenigen des Blutes verhalten, zuniichst 
nur Versuche mit Casein, Eierweiss und Serumalbumin gemacht, 
die, wie die Protokolle zeigen, eine vollkommene Ueberein- 
stimmung mit den am Blute gemachten Erfahrungen ergaben. 
Wir konnten niimlich auch hier nicht nur im Allgemeinen ein 
Siiture- und Basenbindungsvermodgen (Siaiure- und Basencapacitiil 
feststellen, sondern auch hier wie oben fiir das Blut bestiitigen, 
dass mit steigenden Quantitiiten die in Bindung gehende Menge. 
Siiture oder Base bis zu einem Grenzwerth wiichst und das-= 
ferner ebenfalls die Capacitiit: fiir Siiuren grésser ist als ftir 
Basen. Auf diese Verhiiltnisse soll auf Grund einer grosseren 
Anzahl neuer Versuche spiiter zuriickgekommen werden. 


Versuch XXVI. 

Abgewogene Mengen reinsten Caseins wurden in ein 
Koilbchen eingewogen, in abgemessener Quantitiit 1/5 Normal- 
lauge gelOst, mit 125 cem. gesiittigter Ammonsulfatlbsung ge- 
fillt, auf 250 cem. verdiinnt, und aliquote Theile des Filtrates 
zurucktitrirt. 
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a 114 er. Casein, 10 cem. Ns Lauge. 


os 


50 cem. des Filtrates wurden neutralisirt durch 2.55 cem. Nio Séiure 


DO 2 D0 
100 5.00) 
im Mittel 2,51 
im Ganzen wurden demnach gebunden 7.45 cem. Nio Lauge 
1 gr. Casein bindet demnach 6.536 
26.14 mer. NaOH. 


b) 141 g¢r. Casein, 15 ccm N’s Lauge. 


50 cem. des Filtrates 3.90 com. Nio Shure 
HO 3.95 
100 7.90 

im Mittel 3.94 


fiir 1 gr. Casein — 29.22 mer. NaOH. 


c) 124 gr. Casein, 20 ccm. N/s Lauge. 


dO cem. des Filtrates == 5.90 cem. Nio Siiure 
50 » - 5,90 
50) 6.05 

im Mittel — 5.95 


fiir 1 gr. Casein — 33,07 mer. NaOH. 


d) 1.313 er. Casein 30 cem. N/s Lauge. 


5Ocem. des Filtrates 9.75 cem. Nio Siiure 
ye) » = 9.75 
yO : ) $1) 
dO 70) 


im Mittel 9.7) 
fir 1 er. Casein — 34.27 mer. NaOH. 


Versuch XXVIII. 


Je 5 cem. geschlagenen und _ filtrirten frischen  Eier- 


; eiweisses wurden zur Bestimmung ihrer Reaction, Siure- 


» 


resp. Baseneapacitiét entsprechend der Methoden A, B ound © 
untersucht. 
a) Feem. Eiweiss. 25 com. Wasser, 20 ecm. Nio Séiure, 200 cem. ges 


Ammonsulfat. 





dO ccm. des Filtrates 2 

50 2 

50 : 2,15 ee 
9 


sebunden. 






A5cem. Nio Lauge) d. i. pro Leem. k- 
weiss wurden 


50 
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b) Seem. Eiweiss. 20 cem. Wasser, 225 ccm. ges. Ammonsulfat. 
dO com. des Filtrates = 0.55 cem. N10 Siiure | d.i. pro 1 cem. | 


0) = 0.55 Weiss eine native 
nO) O60 >» | Alkalescenz von 
nO > ODD » > 2.2 mer. NaOH. 


Hieraus ergibt sich fiir 1 ¢em. Eiweiss —= 5.10 mgr. NaOH Siiure- 
capacitat. 


¢) > com. Eiweiss,. 20 ccm. Nio Lauge, 25 ccm. Wasser, 200 cem. ces, 
Ammonsulfat. 


‘ ss : . d.i. pro 1 ¢em. Ei- 
D0 cem. des Filtrates 3,90 com. Nj1o Siiure ae id 
. welss eine Basen- 
DO 3.90 » ' , foes 
| = 7 | capacitit (b—- ¢ von 
(M) £220 > . 

2.45 mer. NaOH. 


Versuch XXNV. 


Je 10 cem. einer 1,069°/oigen neutralen L6sung kry- 
stallisirten Serumalbumins (Eiweitssgehalt berechnet nach 
zwel iibereinstimmenden Stickstoffbestimmungen nach Kyjel- 
dahl) wurden mit steigenden Mengen Siiure bezw. Lauge 
versetzt, mit Ammonsulfat gefiillt und aliquote Theile des Fil- 
trates zuriicktitrirt. 

a) Bestimmung der Siurecapacitit. 


1. 10 cem. Eiweisslésung, 10cem. '5Saure, 100 cem. ges. Ammon- 


sulfat. 
a) 30 ccem. des Filtrates 4,90 com. N10 Lauge. 
i) - 440 
30) er 
B) 30 +40 
350) > 4.45 
30 tbD 
2. 10 cem. Eiweissl6sung, 15 ccm, 1's Séiure L00cem. ges. Ammon- 
sulfat. | 
a) 5Ocem. des Filtrates = 11.25 cem. N/:o Lauge. : 
a0 =: 11.25 
By) ad — 11.40 sy 
0) == 11,25 


3. 10cem. Eiweisslisung, 20 cem. 1/5 Siture. 100 c¢em. ges. Ammon- 
sulfatlOsung. 
a) D0 cem. des Filtrates = 79 cem, N10 Lauge. 


= 14. 
DO > 14.85 

: 14, 

= 14, 
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b} Bestimmung der Basencapacitit. 


1. 10 cem. Eiweisslésung, 5cem. Ns Lauge, LOO ccm. ges. Ammon- 


sulfatlésung. 
a) SO cem. des Filtrates == 3.85 cem. N10 Siiure. 
a0 3.90 
B) 50 4,10 
av 4.05 
2, 10 cem. Eiweisslésung, 16 ccm. Ns Lauge, 100 cem. ges. Ammon- 
sulfatl6sung. 
a) dS) cem. des Filtrates == 7.65 cem. N to Siiure. 
50 7.40 
B) 50 7.65 
dO 7.60 


Aus a und b berechnet sich fiir 1 gr. krystallisirtes Serumalbumin 
eine Siiurecapacitiit von 112.3, bezw. 114,1 und 114.5 mgr. NaOH und 
eine Basencapacitéit von 32,2 bezw. 61,4 mg. NaOH. 

Es tritt hierdurch mit Deutlichkeit hervor, dass in jedem 
Kiweiss, auch solchem, das sich indifferent zu verhalten scheint, 
(rruppen enthalten sind, welche basischen resp. sauren Cha- 
rakter besitzen. 

Die von uns in den vorstehenden Versuchen angewandte 
Methode erscheint uns geeignet, diese Verhiiltnisse quali- 
fativ und quantitativ zu studiren, und es wird unsere Aufgabe 
sein, unsere Untersuchungen auf reine Eiweisskorper und deren 
Spaltungsprodukte auszudehnen, zumal ja auch histologische 
Erfahrungen auf Differenzen in dieser Richtung bei den ver- 
<chiedenen Zellbestandtheilen hinweisen (acidophile und baso- 
phile Farbstoffe). 

Ferner geht aus unseren Untersuchungen hervor, dass 
iman das Eiweiss indes nicht wohl als eigentliche Siiure oder 
base ansprechen kann. Auf Grund der Erfahrungen iiber Leit- 
fiihigkeit und Jonisation miisste die Losung einer Base, die 
~o viel Siture zu binden vermag wie das lackfarbene Blut, ein 
‘refflicher Leiter sein, wihrend reines Eiweiss auch nach den 
neuesten Erfahrungen ein ganz schlechter Leiter ist. Auch 
die Art, wie der Neutralisationsvorgang statthat, spricht dagegen, 
den Vorgang als einer einfachen Salzbildung entsprechend an- 
zusehen, 

Wie wir beobachteten, findet bei Zusatz einer bestimmten 
~iuremenge, die im Stande wiire, siimmtliche alkalische Affini- 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, XXVI. 1s 
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tiiten zu siittigen. doch keine vollstiindige Siittigung— statt. 
sondern nur bis zu einem bestimmten Gleichgewichtszustand. 
dagegen wird erst bei Vorhandensein eines gewissen Ueber- 
schusses an Siture die vollstiindige Siittigung erreicht (s. Ver- 
such IVound VI). Es handelt sich hier wahrscheinlich um einen 
Vertheilungsvorgang, iihnlich dem der Ausiitherung resp. dem 
bei der Aufhahme von Jod aus einer Jodjodkaliuml6sung durch, 
Stiirke. 

Will man sich auf Grund der modernen vant’ Hoft- 
Arrhenius schen Anschauungen diese Verhiltnisse erliiutern. 
so kann man das Eiweiss zu jenen Korpern rechnen, welche 
zwar electrisch geladen, aber nicht ionisirt sind, und die, weil 
sie zwel verschiedene electrische Ladungen besitzen, zwar nicht 
als Basen oder Siituren selbst fungiren, aber doch im Stande 
sind, mit diesen additionelle Verbindungen einzugehen. 
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Ueber Oxydation von Eiweiss mit Kaliumpermanganat. 
Von 


Dr. Richard Bernert (Wien). 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut zu Strassburg. Neue Folge. Nr. 14.) 


Der Redaction zugegangen am +4. October 1898.) 


Maly!) hat bei seinen Untersuchungen iiber die Oxy- 
dation des Eiweiss mit Kaliumpermanganat zwei Korper = er- 
halten, die Oxyprotsulfonsiure und die Peroxyprotsiure, die er 
als verschieden stark oxydirtes, sonst aber intactes Eiweiss 
auffasste. Bei der weiteren hydrolytischen Spaltung der Peroxy- 
protsiiure mittelst Aetzbaryts erhielt er nebst anderen, schon 
bekannten Spaltungsprodukten einen einfach zusammengesetzten 
Korper, den er laut Analyse als das Barytsalz einer der Glycerin- 
siiure isomeren Verbindung erklirte und als isoglycerinsauren 
Barvt bezeichnete. 

Diese Verbindung, die wegen ihrer von Maly angenom- 
menen Constitution namentlich in chemischer Beziehung grésstes 
Interesse beansprucht, bildete die Veranlassung zu den folgen- 
den Untersuchungen. Indess gelang es mir nicht, trotz genauen 
Befolgens der von Maly angegebenen Versuchsanordnung, 
dieses Salz zu erhalten. 

Wenn auch somit das urspriingliche Ziel nicht  erreicht 
wurde, so ergaben sich doch bei Wiederholung der Maly schen 
Versuche mancherlei Thatsachen, die seine Angaben und Schluss- 
folgerungen zum Theil in veriindertem Lichte erscheinen lassen 
und einer Wiedergabe nicht ganz unwerth sein dirften, 


1) R. Maly: Untersuchungen iiber die Oxydation von Fiweiss 
mit Kaliumpermanganat, I. u. I]. Sitzungsberichte d. k. Akad. d. Wissen- 
schaften in Wien, Il. Februarheft. 1885, und Sitzungsberichte d. k. Akad. 
d. Wissenschaften in Wien, 97, Abth. IIb (od. Monatsh. f. Chem., Bd. 6 u. 9). 
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: Oxyprotsulfonsiiure. 


Die ersten Angaben tiber einen der Oxyprotsulfonsiiure iihn- 
lichen Korper finden sich bei Béechamp?), der bei Oxydation 
von Eiweiss mit tibermangansaurem Kalium in dem_ klaren 
filtrate vom Braunstein eine durch Siiure fiillbare, in Wasser 
unlésliche Substanz beobachtete, die bei weiterer intensiver 
Qxvdation sich in eine lésliche Modification verwandelte, welche 
beim scharfen Erhitzen immer noch einen Geruch nach ver- 
branntem Horn entwickelte. 

Von Lossen?) wird Aehnliches itiber eine durch Siiure 
fillbare Substanz angegeben, deren Eigenschaften er als iiber- 
einstimmend mit dem von Schiitzenberger?) dargestellten 
Hemiprotein bezeichnet. 

Pott*) fand bei der Oxydation von Conglutin mit Kalium- 
permanganat ebenfalls im Filtrate vom Manganniederschlage 
einen auf Siurezusatz caseiniihnlich ausfallenden Korper mit 
folgenden Eigenschaften: Er war nur theilweise l6slich in 
warmem Wasser, ebenso in warmer Salz- und Salpetersiure, 
aus welchen er sich beim Erkalten wieder ausschied.  Leicht 
loste er sich dagegen in warmer Essigsiiure, wiihrend er in 
starkem Alkohol unléslich blieb. Die Lésung gab mit Ferro- 
cvankalium keinen Niederschlag, wie auch keine Millon’sche 
Reaction: wohl aber fiel die Biuretprobe positiv aus. Der 
Llementaranalyse nach war er «ein noch wenig oxydirtes Ei- 
welss, das allerdings in seinen Reactionen ein schon’ veriin- 
dertes Verhalten zeigt ». 

Briicke®) beobachtete bei der Oxydation von Hiihner- 

1, Béchamp, Essai sur les substances albuminoides et sur 
leur transformation en urée. Theése, Strasbourg 1856. 

2) Lossen, Guanidin, ein Oxydationsprodukt des Eiweisses. - 
Liebig’s Annal. f. Ch. a. Ph., 201. 

3) Schiitzenberger, Recherches sur lalbumine et les matiéres 


albuminoides. — Bull. de la Soc. chim., 28, 24. 
4, Pott: «Oxydationsversuche mit iibermangansaurem Kalium auf 
(onglutin». —- Journal f. pract. Chem., N. F. 5. 


5) E, Briicke, Ueber eine durch Kaliumpermanganat erhaltene 
stickstoffhaltige Siiure. Monatsh. f. Chem., Bd. V. 








elweiss eine durch Essigsiiure fiillbare stickstoff- und schwefel- 
haltige Siiure, die in Alkalien und starken Siiuren l6slich wap 
und aus letzteren durch Wasser niedergeschlagen werden konnte. 
Er wies nach, dass dieser Siiure die fiir Eiweiss charakteristi- 
schen) Xanthoprotein-, Millon’sche und Adamkiewicz sche 
Reactionen fehitten, und dass beim Kochen mit essigsaurem Ble 
und Alkali kein leicht abspaltbarer Schwefel nachweisbar war. 
Jedoch war Biuretreaction vorhanden. Ferner wurde. sie in 
schwach saurer oder neutraler LOsung von Metallsalzen. gefiillt. 

Q. Low?) fand gleichfalls bei der Oxydation von Hiihner- 
eiweiss mit Kaliumpermanganat im Filtrate vom Mangannieder- 
schlage einen durch verdiinnte Salpetersiiure fallbaren Korper. 
der stickstoffreich war, beim Verbrennen nach verkohltem 
Horne roch, nicht die Millon’sche, wohl aber die Biuretreaction 
gab: er enthielt Schwetfel, der jedoch nicht durch Kochen mit 
Kalilauge als Schwefelwasserstoff abgespalten wurde. Low 
war der Ansicht, dass ein Gemenge vorliege, da er die Sub- 
stanz in einen bereits durch Essigsiiure fillbaren und in einen 
erst durch verdiinnte Schwefelsiiure  fiillbaren Theil trennen 
konnte. Nach Zersetzung mit Salzsiiure erhielt er eine leucin- 
iihnliche Ausscheidung, die aber nach dem Metallgehalte ihrer 
Kupferverbindung als Amidovaleriansiure bezeichnet wurde. 

Im Anschluss an die Arbeit Briicke’s begann Maly 
seine Untersuchungen iiber die Oxvprotsulfonsiiure. Er erhiel! 
sie aus Eieralbumin, Serumalbumin, Fibrin, Casein, Conglutin, 
angeblich mit iibereinstimmenden Eigenschaften, so dass er die 
aus diesen verschiedenen Koérpern erhaltenen Oxyprotsulfon- 
siiuren fiir identisch hielt. 

Dem stehen aber gegeniiber die etwas abweichenden An- 
gaben von Pott |. ¢. iiber die Léslichkeit der von ihm bei der 
Oxvdation von Conglutin gefundenen Substanz in Sauren uni 
die spiiteren Beobachtungen von Bondzynski und Zoja*). 
Diese Untersucher konnten zwar bei der Analyse der aus 

1) O. Léw. Eiweiss und Oxydation desselben. Journaf. f. prac! 
Chem., N. F., 31, 32. 

2) Bondzynski u. Zoja, Oxydation der Eiweissstoffe mit Kalium- 
permanganat. Diese Zeitschr., Bd. XIX. 
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krvstallisirtem Eieralbumin erhaltenen Oxyprotsulfonsaiure die 
Angaben Malv’s. bestiitigen: die Oxydation von Himoglobin 
‘ieferte jedoch bereits Substanzen mit geringen Abweichungen 
om Verhalten gegen Siuren und im WKohlenstoffgehalt. Bet 
Casein. das so behandelt wurde, resultirte ferner ein’ Produkt, 
das aus zwel Fractionen mit abnehmendem C-, H- und S-Gehalte 
bestand. 

In Folge dessen kann die Identitiit der aus den einzelnen 
MiweisskoOrpern erhaltenen  Oxyprotsulfonsiuren nicht ohne 
\Weiteres angenommen werden, 


Darstellung und Verhalten der Oxyprotsulfonsiaure. 

Zur Darstellung der Oxyprotsulfonsiiure warden nach Angabe von 
Maly +kg. kiiufliches Hithnereiweiss in der Weise oxydirt, dass Je 300 gr. in 
der nothigen Menge Wasser gel6st und mit einer concentrirten wiisserigen 
Losung von 170 gr. Kaliumpermanganat unter Umriihren versetzt wurden. 
Das Gemisch wurde sehr bald dickfliissig und erstarrte nach 1 Stunde 
zu einer fast schwarzen, gallertigen Masse. Bei diesem Vorgange konnte 
eine Temperaturerhéhung um 12—16° beobachtet werden, was auch von 
Low |. ¢. angegeben wird. Ausserdem trat nach einiger Zeit Entwick- 
lung yon nicht unerheblichen Mengen Ammoniaks auf. Nach +4 Tagen 
hatte sich eine gelbgefiirbte. klare Fliissigkeit tiber der Gallerte aus- 
ceschieden. Diese wurde abfiltrirt. der Riickstand wiederholt mit warmem 
Wasser decantirt und schliesslich abgesaugt. 

Aus den veremigten klaren Filtraten wurde die Oxyprotsulfon- 
siiure mit verdiinnter Schwefelsiiure ausgefallt. Die klare, schwach gelb 
selirbte Flissigkeit wurde abgehoben, der Niederschlag wiederholt de- 
cantirt und schhesslich auf dem Filter siiurefrei gewaschen. 

In feuchtem Zustande ist die Oxvprotsulfonsiiure gelblich- 
welss, voluminés, beim Trocknen schrumpft sie stark zusammen 
und nimmt eine mehr gelbe Farbe an. Durch Zerreiben, was 
in trockenem Zustande sehr leicht geht, erhiilt man ein bei- 
hahe weisses, nicht hygroskopisches Pulver. 

Wie auch Maly angibt, ist sie fast unléslich in Wasser: 
in starken Mineralsiiuren lost sie sich in [risch gefiilltem = Zu- 
stande leicht: ebenso in Alkalien und Ammoniak. Aus ihren 
Losungen in Alkali wird sie durch Aussalzen mit  neutralen 
Salzen der Mineralsiiuren gefiillt. Beim = Erhitzen auf dem 
Platinbleche entwickelt. sie den typischen Geruch nach ver- 
branntem Horn. 
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Da von Maly die Oxyprotsulfonsiiure als eine einheit- 





liche, dem = Eiweiss sehr nahestehende Verbindung aufgefass| 
wird, so wurde ihr Verhalten gegen Ammonsulfat untersucht. 
durch welches sie, wie bereits erwithnt, aus schwach alkalischey 
Losung gefallt wird. 

Frisch dargestellte und saurefrei gewaschene Oxyprotsulfon- 
siiture wurde in Ammoniak unter Vermeidung eines Ueberschusses 
gelost, neuerdings mit Schwefelsiiure gefillt und gewaschen. | 
Das Aufldsen und Fiillen wurde noch dreimal wiederholt. Dass \ 
so gereinigte Produkt wurde nun in Wasser unter vorsich- 
tigem Zusatz von Ammoniak gelést und sodann zur Bestim- 
mung der Fiallungsgrenze mit einer kalt gesiittigten Ammon- 
sulfatlbsung benutzt. 

Der Vorgang hierbel war der jetzt gebriiuchliche,!) so 
dass eine niihere Beschreibung desselben wohl iiberfliissig er- 
scheint, wie auch von der Mittheilung ausfiihrlicher Versuchs- 
protokolle Abstand genommen werden kann. 

Dabei ergab sich, dass die erste Triibung auftrat bei 
einem Salzgehalte, der 2,8 ccm. gesiittigter AmmonsulfatlOsung 
in 10 com. Gesammitfliissigkeit entspricht, also hier die untere 
Fiillungsgrenze hegt, wiihrend die obere bei 4,2 cem. gefunden 
wurde, d. h. die Oxyprotsulfonsiiure erfordert 4,2 cem. gesiil- 
ligter Ammonsulfatlbsung in 10 com. Gesammtlésung zur Aus- 
fiillung der ersten Fraction. 

Da im Filtrate von der mit 5 cem. Ammonsulfatl6sung 
versetzten Probe auf Zusatz von Salzlésung noch Fiéllung aul- 
trat, so wurde in’ 50 com. der urspriinglichen Losung mil 
gleichem Volumen Ammonsulfat die erste Fraction ausgefiilll. 
abtiltrirt und das Filtrat sodann in gleicher Weise untersucht. 

Zum Entstehen einer Fillung war hier auf 2 cem. Filtra! 
ein Zusatz von 3.8 com. Ammonsulfatlbsung erforderlich, voll- 
stiindig wurde die Ausfillung bei 5,4 cem. Salzl6sung (Gesammt- 
volumen stets = 10 cem.). 

Es entspricht) daher die untere Fallungsgrenze — einem J 
Zusatze von 4.8 cem. Ammonsulfatlbsung auf 10 cem. Ge- 


1) Vergl. E. P. Pick. Diese Zeitschrift. Bd. XXIV. 





sammtvolumen, die obere einem Zusatz von 6,4 cem. Die 





“| : zweite Fraction der Oxyprotsulfonsiiure fillt also aus einer 
r 4 <chwach ammoniakalischen Lésung bei einem Salzgehalte, der 
‘L ; ungefiihr einer ?/3-Siittigung mit Ammonsulfat entspricht. 


Zum Vergleiche mégen einige Fillungsgrenzen angefiihrt werden, 

















)- ; : , = ; ‘ — 9 

wie sie von Pick!) fiir die Albumosen im Witte’schen Pepton und von 
= (mber?) fiir die in der Verdauungsfliissigkeit von krystallisirtem Fier- 
F albumin, krystallisirtem Serumalbumin und Serumglobulin§ gefunden 
“ 5 wurden. 
be | —— ———— 
7 : Ki 0 t 

= serum- “ler- =serum- XYpro 
Witte-Pepton : J 

- albumin albumin globulin sulfonsaure 
) Primare 

Albumosen u. 
= [. Fraction der! 2,6—4,4 4.2—46 5.6—4.6 $8 —4.6 2 83—4.2 
= Oxyprot- 

-ulfonsaure 
: Secundare 
| ; Albumose A 
, u. Il, Fraction 5 4-—6§.2 5,.4—6.2 5.66.0 ).6--7.2 4 8—6.4 

der Oxyprot- 
y, -ulfonsaure 
= Secundare = . - - - — 

(.2—9.5 1.2—8,0 41.0—4,0 (.8—S.6 

Albumose B 


Beim Vergleichen der Fiillungsgrenzen dieser Albumosen 
mit denen der beiden Fractionen der Oxyprotsulfonsaure er- 
vibt sich eine beachtenswerthe, im Hinblick auf die ganz un- 
gleiche Loslichkeit in Wasser nicht erwartete Uebereinstim- 
nung. Es entspricht in ihrem Verhalten gegen Salzl6sung die 
erste Fraction der Oxyprotsulfonsiure den primiiren, die zweite 


a 
i mehr den secundiirven Albumosen (A). 
} 1) Pick, Untersuchungen iiber die Proteinstoffe. Ein neues Ver- 
, fahren zur Trennung von Albumosen und Peptonen. Diese Zeitschr., 
Bd. XXIV. 
2) Umber, Spaltung von krystallisirtem Fier- und Serumalbumin 


durch Pepsinverdauung. Diese Zeitschr., Bd. XXY. 
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Beide Fractionen sind weisse flockige Niederschliige, dic 


getrocknet sich leicht zu einem fast weissen Pulver verreiben 
lassen. Sie sind in Wasser sehr leicht l6slich und durch 
Alkohol nicht daraus fillbar; wohl aber geben sie mit Essig- 
siture einen Niederschlag, der sich beim Erwiirmen lost bis 
auf emen kleinen Theil, welcher in schweren Flocken zu Boden 
sinkt. Beim Abkiihlen tritt wieder dichte Abscheidung auf, 
Salpetersiiure, sowie Ferrocyankalium und Essigsiiure erzeugen 
dichte Niederschliige, die sich beim = Erwiirmen loésen, beim 
Abkiihlen wieder erscheinen. Die Reaction mit «-Naphtol 
und concentrirter Schwefelsiiure ist) sehr intensiv, withrend 
die Xanthoproteinsiiurereaction, sowie die von Millon und 
Adamkiewiez fehlen. Ebenso bildet sich beim Kochen mit 
Lauge und Bleiacetat kein Schwefelblei. 

In bBetreff der Quantitéit beider Fractionen ist) zu be- 
merken, dass der bei Weitem = grésste Antheil auf die erste 
fallt, wihrend die Menge der zweiten im Verhiiltniss zur ersten 
als eine nur sehr geringe bezeichnet werden muss. 

Der in heisser Essigsiiure unlésliche Riickstand wurde soweit als 
mdglich noch in seinem Verhalten gegen verschiedene Reagentien unter- 
sucht, doch war seine Menge sehr gering. 

Er verbrannte auf dem Platinbleche mit dem fiir Eiweiss charak- 
teristischem Geruche; Millon’sche und Xanthoproteinsiiurereaction ficlen 
negativ aus. Er erwies sich als unléslich in Siiuren, auch beim Er- 
wiirmen, léste sich dagegen leicht in Ammoniak und Alkalien. Locker 
vebundener Schwefel konnte durch Kochen der mit etwas essigsaurem 
Blei versetzten alkalischen Lésung nicht nachgewiesen werden. 

Die Unldslichkeit in Siiuren spricht gegen eine Albumosennatur, 
withrend die Léslichkeit in Ammoniak wieder einen histonartigen Kérper 
ausschliesst. 


Aus dem Mitgetheilten ergibt sich, dass Maly’s Oxyprot- 
sulfonsiiure kein einheitlicher Kérper, sondern ein Gemenge 
von mindestens zwei, wenngleich einander nahestehenden Sub- 
stanzen darstellt. | 

Ks liegt die Frage nahe, ob das Auftreten von zwe! 
Oxyprotsulfonsiiuren nicht daraus zu erkliiren ist, dass da- 
rohe Eiweiss selbst ein Gemenge von mindestens drei Eiwetss- 
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korpern, Albumin, Globulin und Mucoid, darstellt. Es konnte 
sich aber auch um das Auftreten von zwei aus einander ent- 
stehenden Oxydationsstufen handeln. Um = Anhaltspunkte zur 
Beurtheilung der zweiten Moglichkeit) zu gewinnen, wurde 
Oxvprotsulfonsiure aus reinem einheitlichen Eiweiss — aus 
krystallisirtem Serumalbumin — dargestellt und der Fractionirung 
unterworfen. 

Das krystallisirte Serumalbumin wurde nach dem Giirber’schen 
Verfahren gewonnen, mehrmals umkrystallisirt und mit Kaliumperman- 
ganat oxydirt. Die erhaltene Oxyprotsulfonsiure wurde wiederholt gelést, 
eefaillt und schliesslich in schwach ammoniakalischer Lésung auf ihre 
Fillungsgrenzen untersucht. 

Die untere Fiillungsgrenze ergab sich nach dieser Versuchsreihe 
bei 3,4 ccm. Ammonsulfatlésung; die entstandene Triibung verstiirkt sich 
allmihlich, bis von 5,2 cem. an die Fiillung anscheinend  gleichbleibt. 
In den Filtraten der Proben zeigte sich auf Zusatz von 0.2—0,4 cem. 
Ammonsulfat tiberhaupt keine Triibung, wiihrend bei stiirkerem Zusatz 
erst von 6,2 ccm. an die Filtrate klar bhlieben. 

Kine zweite Fraction konnte in diesem Falle nicht aut- 
gefunden werden. Durch diesen Befund erhiilt die Vermuthung, 
dass aus einem einheitlichen Eiweisskérper nur eine Oxyprot- 
sulfonsiure entsteht, eine gewisse Stiitze. 

Spaltung der Oxyprotsulfonsaiure mit Salzsaure. 
Um Aufschluss iiber die Spaltungsprodukte der Oxyprotsulfon- 
siiure zu erhalten, wurde die Zersetzung der Fraction I mit 
Salzsiiure vorgenommen. 

Kin Theil der erhaltenen Substanz wurde in einem mit 
Steigrohr versehenen Kolben mit concentrirter Salzsiure auf 
dem Wasserbade bis zum Verschwinden der Biuretreaction 
erhitzt, was ungefihr 8 Stunden erforderte. Die braune 
Iliissigkeit, in der sich ein flockiger schwiirzlicher Niederschlag 
in geringer Menge ausgeschieden hatte, wurde mittelst Durch- 
leitens von heissen Wasserdiimpfen so weit als mdglich von 
Salzsiiure befreit. 

Der flockige Niederschlag zeigte die Beschaffenheit der 
Melanoidinsiiure Schmiedeberg’s!) und konnte auch nach 


1) Schmiedeberg, Elementarformeln einiger Eiweisskérper und 
Melanine. Arch. f. exp. Path., Bd. 39. 
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dem von diesem Autor angegebenen Verfahren in die beschriebene 


Kupferverbindung iibergeftiihrt werden. 

Nach dem Abfiltriren der Melanoidinsiaiure wurde aus dey 
klaren Fliissigkeit das noch vorhandene Chlor mit essigsaurem 
Silber entfernt. Der Silberniederschlag wurde auf etwa_ vor- 
handene Glutaminsiiure untersucht, jedoch ohne Erfolg. 

Das vom Silber befreite Filtrat schied eingeengt beim 
Erkalten eine braungefiirbte Masse aus, die mikroskopiscl) 
Leucinkugeln erkennen liess. Durch Behandeln mit verdiinntem 
und mit ammoniakalischem Alkohol konnte aus derselben 
reines Leucin gewonnen werden. 

Kine Probe der von dieser braunen, meist aus Leucin 
bestehenden Ausscheidung getrennten Fliissigkeit gab, mit 
Kupfercarbonat erwiirmt, eine dunkelblaue Losung, was aut 
die Anwesenheit weiterer Amidosiituren hinwies. Da jedoch 
beim Einengen nur ein nicht kKrvystallisirender Syrup = zurtick- 
blieb, wurde das ganze Filtrat vorerst mit Quecksilberacetat 
eefillt. Der Niederschlag wurde mit Schwefelwasserstoff zer- 
setzt, mittelst Luftdurchleitens der Schwefelwasserstoff vertrieben 
und das Filtrat) neuerlich mit Kupfercarbonat gekocht. Die 
blaue Losung zeigte nach dem Einengen, wenn auch nur in 
geringer Menge, die typischen hellblauen Garben von feinsten 
Niidelchen, die fiir das asparaginsaure Kupfer charak- 
teristisch sind. Durch Behandeln mit Alkohol konnte es von 
der Mutterlauge getrennt und aus wenig kochendem Wasser 
umkrystallisirt’ werden. 


Das Filtrat vom Quecksilberacetatmiederschlage wurde mit salpeter- 
saurem Quecksilber gefallt und dieser Niederschlag in gleicher Weise 
behandelt. Die blaue Kupferlésung schied beim FEinengen_ blaugriine 
krystallinische Massen aus. Trotz wiederholter Behandlung der letzteren 
mit Alkohol und Versuchen sie umzukrystallisiren, konnte nicht mi 
Sicherheit glutaminsaures Kupfer in seiner typischen Krystallform nach- 
cewlesen werden. “4 


Das Filtrat vom salpetersauren Quecksilberniederschlage 
ergab mit) Phosphorwolframsiiure einen reichlichen Nieder- 
schlag. Es waren somit die basischen Spaltungsprodukte der 
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KiweisskOrper vorhanden. Siegfried?) vermochte bereits bet 
der Spaltung der Oxyprotsulfonsiiure mit) Salzsaéure sowohl 
Lyvsin als auch die salzsaure Verbindung einer Base von der 
Zusammensetzung C,,H,.N,O,, 2 HCl nachzuweisen. 

Beachtenswerth ist das Fehlen des Tyrosins, welches 
sich sonst bei der angegebenen Behandlung der Spaltungs- 
produkte mit Leichtigkeit in der vom Chlor befreiten Fliissigkeit, 
viel leichter als Leucin und Asparaginsiiure, auffinden lisst. 
Damit steht auch das Fehlen der Millon’schen Reaction in 
Uebereinstimmung. Der Tyrosin lefernde aromatische Complex 
des Eiweisses erfiihrt sonach schon in dem ersten Stadium 
der Oxydation, bei Bildung der Oxyprotsulfonsiiure, eine tief- 
srelfende Verinderung. 


2 Produkte im Filtrate von der Oxyprotsulfonsiiure. 
a) Albumosen und Peptone. 


Geht man von Maly s Vorstellung aus, dass die Oxydation 
von Eiweiss zu Oxyprotsulfon- und Peroxyprotsaure sich ohne 
Spaltung des Molekiils vollzieht, so kann man nicht auf das 
Auftreten irgend erheblicher Mengen von Nebenprodukten 
rechnen. Der Versuch lehrt aber das Gegentheil. Die Mutter- 
wugen, aus denen die Oxyprotsulfonsiiure zur Abscheidung 
vebracht wird, enthalten stets sehr erhebliche Mengen von 
Produkten, die sich thren Eigenschaften nach den Albumosep 
und Peptonen anschliessen und somit als Spaltungsprodukte 
des Eiweisses angesehen werden miissen. 

Die oxydative Spaltung des Eiweisses in alkalischer 
Losung hat in dieser Richtung nichts voraus vor der Spaltung 
durch Siuren oder Verdauungsfermente. Von Anfang an ent- 
sitchen neben den der arspriinglichen Substanz niher stehenden, 
eicht fallbaren und ausgesprochen colloidalen Produkten (pri- 
naren Spaltungsprodukten) solche, welche durch das Zuriick- 


1 


1) Siegfried. Zur Kenntniss der Spaltungsprodukte der Eiweiss- 
rper. Ber. d. deutschen chem. Gesellschaft. XXIV. 
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treten der colloidalen Eigenschaften auf einfacheren Bau und 
geringeres Molekulargewicht schliessen lassen. ') 


Nach dem Ausfiillen der Oxyprotsulfonsiiture wurden dic 
Filtrate, deren Menge ungefiihr gegen 100 Liter betrug, mit 





5 Liter ein- 
geengt. Nachdem sich durch Stehen im Kiihlschranke der groésste 
Theil des gebildeten schwefelsauren Kaliums ausgeschieden 
hatte, wurde die Fliissigkeit von dem Krystallbrei abgesaugt. 

Um nun etwaige durch Salz fillbare Produkte abzu- 
scheiden, wurde die fractionirte Fiéllung mit Ammonsulfat 
vorgenonmmen. 


Ammoniak schwach alkalisch gemacht und bis auf 4 


Das braungelbe Filtrat, mit dem gleichen Volumen ge- 
siittigter Ammonsulfatlbsung versetzt, schied eine dunkelbraune. 
flockige Masse ab, die an den Wiinden und dem. Glasstabe 
haften blieb — Fraction A. 

Das Filtrat davon wurde mit gepulvertem Ammonsulfat 
bis zur Siittigung versetzt und einige Stunden im Sandbade 
ber 30—40° stehen gelassen. Der dadurch entstandene flockige 
Niederschlag war von demselben Aussehen und der gleichen 
Beschaffenheit wie der friiher erhaltene — Fraction B. 

Da in der von dieser Fraction getrennten Fliissigkeit aul 
Siiurezusatz noch ein Niederschlag entstand, wurde sie mit 
salzgesiittigter 1/10 Normal-Schwefelsiiure versetzt, bis in einer 
filtrirten Probe auf weitere Zugabe von Siure keine Triibung 
mehr sich zeigte. Auch dieser Niederschlag — Fraction C_ bot 
das gleiche Aussehen wie die friiheren. 

Durch wiederholtes Loésen in Wasser und Fallen mit 
Ammonsulfat wurden A und B gereinigt. 

bei genauer fractionirter Fillung mit Ammonsulfat zeigte 
es sich aber, dass die beiden Fractionen A und B nicht ein- 
heitlich waren. Denn wurde die wiisserige Lésung von A mil 
genau gleichem Volumen gesiittigter Ammonsulfatlésung  ver- 
setzt: so gab das Filtrat von dem gebildeten Niederschlage 
Al auf weiteren Salzzusatz noch Fiillung, die zunahm, bi 


1 bk. Goldschmidt, Ueber die Einwirkung von Siuren auf Ei- 
weissstoffe. Dissertation, Strassburg 1898. 
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die Fliissigkeit bis zu zwei Dritteln) mit Salz gesiittigt war 
A 2. 


Ebenso liessen sich aus der wiisserigen Lésung von B 


ywel Fractionen fiillen. von denen die erste schon bei einem 


Nittigungsgrade von zwel Dritteln ausfiel —= B1, die zweite 
erst bet vollkommener Salzsiittigung — Bb 2. 


Es wurden nun nach der friiher angegebenen Methode 
die Fillungsgrenzen der einzelnen Fractionen bestimmt. 

Durch Auflésen von 2 gr. der lufttrockenen und zwischen Filtrir- 
papier abgepressten Fraction A 1 in 40 gr. Wasser wurde eine ungefihr 
5° vige, schwach alkalische Lisung hergestellt und mit steigenden Mengen 
cesiittigter Ammonsulfatlésung versetzt. 








Tabelle A. 
ol ge Verhalten des 
Losung Filtrat 
der ; ‘ : me litrates gegen 
Pear. Wasser Salz Salzfiillung bie ted 
tion Al _a——uU,2 CCM. 
Ammonsulfat 
mi. ccm. ecm. 
9 i » 
- 9) oo iad — 
; Untere Fal- 
2 4,8 3,2 leichte Opalescenz _- | ) 
: ungsgrenze 
2 4.6 3.4 Opalescenz — 
2 44 3.6 Triibung Opalescenz | 
2 4,2 3.8 — | 
2 40) 4,0) Triibung 
2 3.8 4,2 
2 3.6 44 Fallung 
2 3,4 4.6 
>) Be) LS Opalescenz 
2 3,2 t,? alescenz on 
, 3.0) 50) : klat | rcereconsiiannt 
“a ”, ”, lar 
'\ lungsgrenze 
2 2.8 5,2 — 
2 2.6 D4 


| 
| | 
Als Faillungsgrenze wurden somit ermittelt 3,2 ccm. fiir die untere, 
und 5,0 eem. fiir die obere. Es sind also auf 10 Gesammtvolumen 
9.0 Volumina Salzlésung zur Ausfillung erforderlich. 
In gleicher Weise wurden 5°oige Lésungen von A2 und B1 bei 
schwach alkalischer Reaction gepriift. 
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Tabelle B. 





5° 'oige | Verhalten des 


. i 
Losung | 


























pect | Wasser) Salz Salzfiillung | homage Begen . 
tion A2 | 0,2—0,4 com. a 
ee eae eens | Ammonsulfat ; 
2 $8 | 42 | — -- | : 
2 1.6 44 lrichte Opalescenz — |f Untere Fial- 
2 34 LG <a A lungsgrenze. 
2 3,2 4.8 Opalescenz Triibung | 
2 3.0 5,0 > | » | 
2 2.8 5,2 Triibung | 
2 2.6 a4 > | 
2 2+ D6 Fillung | > | 
2 2,2 dB 
2 2.0 6.0 Opalescenz 
2 1.8 6,2 > 
2 1.6 6.4 leichie Opaleseena ( Obere Fal: 
2 1 4 6.6 klar 
A lungsgrenze. 
Tabelle C. 
2 ; a 4 : spPanearr ieeitand: 7 | pees iate 
pte Verhalten des | 
¥ al Wasser| Salz Salzfillung phenanoer BeBen 
tion BI | 0.2—O,4 ccm. 
ROS eee eer Ammonsulfat 
2 3.2 | 4.8 one | _ : uy 
2 O0 a0 leichte Opalescenz | — f ssoeiesaindlialenl : 
2 2.8 9,2 Opalescenz | Triibung | \ lungegrenze. : 
2 2.6 D4 > | > | 
2? 2.4 D6 Triibung | > | : 
2 2,2 o8  starke Triibung | 
2 2.0) 6.0 | Opalescenz | 
- ; | || lurigsgrenze. / 
| | 4 
Die Fallung der Fraction A2 beginnt bereits auf Zusatz von . 
‘4 cem. Ammonsulfatlésung mit einer leichten Opalescenz, die von i 
5,6 cem. an zum Niederschlag wird. Ausgefillt ist sie bei Zusatz von a 


6.6 cem. Salzlésung. Die Fraction: B1 beginnt zu fallen bei 5 ccm. und 
ist ausgefallt bei 6.4 cem. 
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Zur Abscheidung dieser beiden Fractionen ist daher ein Zusatz 
yon 6.5 Volumina gesattigter Ammonsulfatlisung néthig. Wegen des 
inhereinstimmenden Verhaltens bei der oberen Grenze der Salzfiillung sind 
sje als identisch anzusehen. 





a Von einer 5° vigen Lésung der urspriinglich erhaltenen Fraction B 
a wurden 40 cem. mit 60 cem. gesiittigter Ammonsulfatlésung zur Aus- 


fillung von BI versetzt und sodann mit je 2 cem. des Filtrates die 
Proben angestellt. 


Tabelle D. 





| Verhalten des 
| Filtrates gegen 
der Wasser; Salz | Salzfallung | Séittigung mit 


y 








krac- Raa! oon 
tion B | | |} ¥ pulvertem 
m. cem., | ccm, | | Ammonsulfat 
2 tO) +.) ‘i 
2 a 4.2 — — 
2 3.6 4k - — 
2 3.4 4.6 _— ta 
- 3.2 0 48 es ~ ( Untere Fil- 
2 3.0 5.0 leichie Opatescenz — \ lungsgrenze. 
2 2.8 D2 — 
2 2.6 D4 Opalescenz Triibung 
2 2.4 D6 Triibung 
2 2,2 8 
2c L.8 6.0 
2 1.6 6.2 Opalescenz ( Obere Fal 
al- 
2 14 6.4 klar 


\ lungsgrenze. 


Der Beginn der Triibung zeigt sich bei 5 cem. (also bereits bet 
| einem Salzgehalte von 6.2 ccm. Ammonsulfatldsung in 10 Gesammt- 
a ‘liissigkeit). Im Filtrate bei 6,4 cem. entsteht auf Sattigung mit Ammon- 
" sulfat keine Triibung mehr. Es folgt demnach, dass durch Sittigung 
init Salz die Fraction B2 vollkommen abgeschieden werden kann. 
Die durch salzgesittigte Siiure fillbare Fraction C wurde nicht 
i weiter in dieser Hinsieht untersucht. 


Die so erhaltenen Fiillungsgrenzen der ersten drei Frac- 
‘fionen sind anniihernd die gleichen, wie sie Umber |. ec. fiir 
die Verdauungsprodukte des krystallisirten Eieralbumins  ge- 


‘inden hat, und zeigen auch gegen die von Pick |. ¢. fiir das 
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Witte-Pepton bestimmten nur geringe Abweichungen. Sie sollen 
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auch im Folgenden vorliufig in gleicher Weise bezeichnet 
werden und zwar: 

Die Fraction Al, als der Protalbumose entsprechend, 
als primire Albumose, 


A? und BI als secundiire Albumose A, 
B 2 b, 
(; 

Zur Isolirung der Peptone wurde ein Theil des Fil- 
trates von der secundiiren Albumose C, in welchem sich auch, 
dem intensiven Geruche nach, treie Fettsiiuren befanden, stark 
eingeengt, vom auskrystallisirten Ammonsulfat abgesaugt und 
letzteres noch mit) stark ammoniakalischem Alkohol extrahirt, 
Die beiden vereinigten und eingeengten Filtrate wurden unter 
Zusatz von Ammoniak mit Alkohol (96° 0) gefallt, um das 
Ammonsulfat modglichst zu entfernen, was einige Male, nacli- 
dem die abgesaugte Fliissigkeit immer wieder zur Trockne 
eingedampft worden war, wiederholt werden musste. — Die 
letzten alkoholischen Ausziige wurden auf dem Wasserbade ¢in- 
geengt und aus dem = zuriickgebliebenen Syrup das Pepton A 
gefallt. Nach dem = Eindampfen des Filtrates zur Trockene 
blieb das Pepton b, das in Alkohol l6slich ist, zurtick. 

Beide Peptone stellen) braungefiirbte, kriimelige Massen 
dar, welche erst nach langem Trocknen sich zu einem gelben 
Pulver verreiben liessen, das jedoch wegen seiner” hygro- 
skopischen Eigenschaft sehr bald wieder zusammenbackte. 

Auf Seite 286 und 287 ist das Verhalten dieser Albu- 
mosen und Peptone gegen verschiedene Reagentien in tabel- 
larischer Zusammenstellung ersichtlich gemacht. 

Beide Peptone geben mit Bromwasser einen gelben, geringfiigigen 
Niederschlag, jedoch keinen violett gefiirbten Koérper., 

Kine weitere Priifung der Peptone in Bezug auf ihr Verhalten 
gegen einige Alkaloidreagentien ergab folgende Resultate: — 

Jodjodkahum erzeugte nur beim Pepton A, und auch da erst au! 
Zusatz von Ammonsulfat, einen Niederschlag. Kaliumquecksilberjodit 
und Salzséiure bewirkten gleichfalls nur beim Pepton A eine ganz schwachiec 
beim Erwirmen verschwindende Triibung. Kaliumwismuthjodid erzeugt 
tiberhaupt keine Triibung in den Peptonlésungen. 
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r Bei allen diesen Albumosen und Peptonen konnte weder mit 
\illon’s Reagens die Oxyphenylgruppe noch der leicht abspaltbare 
~ wefel nachgewiesen werden. Dagegen fiel bei allen, mit Ausnahme des 
Peptons B, die Priifung auf die Kohlehydratgruppe mit der Molisch’schen 
Reaction positiv aus. 

Auffallend ist, dass Pikrinséiure bei keiner der Albumosen eine 
Fillung erzeugt, wiihrend sie doch als ein sehr empfindliches Reagens 
auf Basen und auch aromatische Kohlenwasserstoffe gilt. 

Bei der Kalischmelze der Oxyprotsulfonsiiure konnten, wie auch 
Maly anfiihrt, kein Skatol oder Indol, sondern nur Pyrrol, und nach dem 
Ansiiuern der Schmelze freie Fettsiiuren nachgewiesen werden. Das 
| cleiche Verhalten boten auch die Albumosen und Peptone, jedoch mit 
k 7 dem Unterschiede, dass dabei ein Geruch auftritt, der an Pyridin er- 

; innerte. Pyrrolreactionen fehlten. 

| Wie aus dem Mitgetheilten hervorgeht, stehen die be- 

P obachteten Albumosen und Peptone den analogen, durch Ver- 

dauung erhaltenen Produkten sehr nahe. Was sie jedoch sicher 

} von diesen unterscheidet, ist das Fehlen der Skatol- oder Indol- 

| hildung beim Schmelzen mit Kali, die Abwesenheit der Mil- 

lonschen, Nanthoprotein- und Adamkiewicz schen Reaction, 

F sowie das Ausbleiben von Schwefelbleibildung beim Kochen 
| : mit Alkali und essigsaurem Blet. 

In dieser Richtung erscheinen sie in ihrem Aufbau in 

gleichem Sinne verindert wie die Oxyprotsulfonsiiure selbst. 


b) Fettsturen. 

Da bereits Guckelberger!) bei der Zersetzung des Ei- 
weisses und Caseins mit Braunstein und Schwetelsiure die An- 
wesenheit von Fettsiiuren, wie Essigsiiture und deren Homologen 
bis zur Capronsiiure hinauf, erwiesen hatte, so war deren Auf- 
treten auch bei der Einwirkung von Kaliumpermanganat nicht 
unwahrscheinlich. Es wurde daher ein Theil des Filtrates von 
der Albumose C zur Gewinnung derselben in folgender Weise 
behandelt : 

Nach starkem Ansiiuren mit verdiinnter Schwefelsiure wurde 
Wasserdampfdestillation durchgefiihrt, solange das Destillat noch sauer 
reagirte. Dieses wurde sodann mit kohlensaurem Natron alkalisch ge- 
mecht und zur Trockene eingedampft. Der Riickstand wurde fein ver- 


& 1) GGuckelberger, Ann. d. Pharm. 64. 
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rieben, mit Alkohol iibergossen, nun unter guter Eiskiithlung mit Sa 
siuregas bis zur Siattigung behandelt und einige Zeit stehen gelasse). 
damit eine méglichst quantitative Ausbeute der gebildeten Ester erzie): 


werde. Das Reactionsgemisch, vom gebildeten Kochsalz abfiltrirt. wurde 
zuerst mit concentrirter Sodalésung geschiittelt und sodann noch = yy)! 
soviel Soda in Substanz versetzt, bis blaues Lackmuspapier nicht met) 
gerothet wurde. 

Um den Alkohol moéglichst zu entfernen, wurde es noch mit eine 
vesiittigten Chlorealciumlésung geschiittelt. Da jedoch auch dadurch eine 
Trennung der Ester von der wiisserigen Fliissigkeit wegen ihrer geringen 
Menge auf gewohnliche Weise im Schiitteltrichter nicht vorgenommen 
werden konnte, so mussten sie mit Aether ausgeschiittelt werden. Nac}, 
dem Abdestilliren des letzteren wurden sie in einem kleinen, mit Lebe|!- 
Henningerschem Aufsatze versehenen Kélbchen fractionirt. 

Die erste bet constantem Siedepunkte zwischen 77 und 
78° iibergehende Fraction erwies sich als Essigsiiureiithylester. 
Ber 98° ging Propionsiuredthylester, bei ungefahr 115° Butter- 
siiureiithylester tiber. Es war aber bereits die Menge dieses 
letzten Produktes eine sehr geringe, so dass nicht entschieden 
werden konnte, ob der Ester der Iso- oder normalen Butter- 
siiure tiberging, denn der gefundene Siedepunkt liegt zwischen 
denen der beiden isomeren Verbindungen (1410 und 120°). In 
dem sehr geringen Riickstand im = Destillationskélbchen war. 
wenigstens dem typischen Geruche nach, Valeriansiiureiithy!- 
ester, wahrscheinlich aber auch eine Spur von Estern der niichs! 
hoheren homologen Siiuren vorhanden. 

In quantitativer bBeziehung ware zu bemerken, da-== 
Kssigsiiureiithylester ber Weitem in grésster Menge vorhanden 
war, Propionsiiureester ungefaihr die Hilfte, wihrend nur eine 
veringe Ausbeute von Buttersiiureester erhalten wurde. 

Durch die Isolirung dieser Siuren in Form der. Ester 
kann die Angabe von LOw, dass bet der Oxydation von Ei- 
weiss nie die niichst hGheren Homologen der Essigsiiure ge- 
tunden werden, als widerlegt betrachtet werden. 

ec) Basische Kérper. = 

Die von den Fettsiiuren befreite Fliissigkeit wurde nach der Wasser- 
dampfdestillation auf ein kleines Volumen eingeengt. um das Ammon- 
sulfat durch Auskrystallisiren méglichst za entfernen, und sodann von 
demselben abgesaugt. 
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Nach starkem Ansiiuren mit Schwefelsiiure wurde sie mit Phos- 
shorwolframsaure versetzt. Der Niederschlag, der zuerst durch Decan- 
ration und schliesslich auf dem Filter mit’ verdiinnter Schwefelsiure 


sewaschen worden war, wurde mit Aetzbaryt verrieben und auf dem 


Wasserbade so lange erwarmt, bis der Geruch nach Ammoniak ver- 
<chwunden war. Nach dem Abfiltriren des Barytniederschlages wurde 
der geléste Aetzbaryt mit Kohlensiiure entfernt. 

Die weitere Bearbeitung hielt sich genau an die Methode, nach 
velcher Kossell) und Hedin?) die Isolirung der Basen durchfiihrten. 

Die alkalisch reagirende Fliissigkeit wurde zuniichst mit Queck- 
silberchlorid bis zur sauren Reaction versetzt. Der entstandene Nieder- 
schlag ergab nach dem Zersetzen mit Schwefelwasserstoff einen braunen 
syrup, aus dem sich Nadeln und ganz wenige farblose, rhombische Kry- 
stalle, féfmlich den von Kossel beschriebenen Histidinkrystallen, ab- 
echieden. 

Das Filtrat von diesem Niederschlage wurde vom Quecksilber be- 
freit. Dann wurde mit salpetersaurem Silber daraus das Chlor entfernt 
und nach weiterem Zusatz von Silbersalz mit Aetzbaryt die Argininsilber- 
verbindung gefillt. Nach dem Zersetzen dieses Niederschlages mit 
~chwefelwasserstoff schieden sich aus dem briunlichen Syrup = zuerst 
tlockige Massen ab, die sich unter dem Mikroskope als ein Aggregat von 
teinsten Nadeln erwiesen und auf dem Platinbleche mit dem Geruche 
nach verkohltem Horne oline Asche verbrannten. Bei weiterem Ein- 
engen traten weisse, aus mikroskopisch kleinen NadeIn  bestehende 
\veregate auf, die gleichfalls ohne Aschenriickstand verbrannten. 

Im Filtrate vom Silberniederschlage endlich wurde mit Schwefel- 
siiure der geléste Baryt ausgefillt und bei saurer Reaction Schwefelwasser- 
stoff eingeleitet, um die letzten Spuren Silbers zu beseitigen. Nach dem 
trwairmen zur Vertreibung des Schwefelwasserstoffes wurde mit Baryt- 
wasser die tiberschiissige Schwefelsiure entfernt und schliesslich ein kleiner 
leberschuss von Baryt mit Schwefelsiiure genau ausgefillt. Nach dem 
bLinengen schied sich eine geringe Menge nadelf6rmiger Krystalle aus, 
velche mit dem fiir Eiweiss typischen Geruche auf dem Platinbleche 
cline Aschenriickstand verbrannten. Der Darstellungsweise nach kann ein 
init Lysin identischer Korper vermuthet werden. 

Ks treten sonach die basischen Spaltungsprodukte, die 
vermuthlich identisch sind mit den seitens Drechsel, 
~chulze, Hedin, Kossel ete. beschriebenen, als Nebenpro- 
dukte bei der Permanganatoxvdation auf, ein beweis, wie 
‘iefgreifend einerseits die spaltende Wirkung dieses Oxydations- 


1) Kossel. Diese Zeitschr. Bd. XXII} u. XXYV. 
“} Hedin. Diese Zeitschr. Bd. XXI. 
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processes ist, wie grossen Widerstand andererseits die basischen 


Kiwelssderivate demselben entgegensetzen. 


) 


5. Bemerkungen tiber den oxydativen Abbau des 
Kiweisses mit Kaliumpermanganat. 


Ketreffs der Art und Weise, wie die Oxydation vor sich 
geht, hat Maly sehr bestimmte Vorstellungen entwickelt. 

Kr schliesst aus seinen Analysen, dass die Oxyprotsulfon- 
siure kein’ Spaltungsprodukt, sondern ein) Oxydationsproduki 
ist, das sich von der Muttersubstanz wesentlich nur durch den 
Mehrgehalt an Sauerstoff unterscheidet, und sucht wahrscheinlich 
zuomachen, dass dabei die Oxydation des leicht abspaltbaren 
schwefels zu einer Sulfonsiiuregruppe eine wichtige Rolle spiele. 
Kr glaubt ferner aus verschiedenen Eiweissstoffen, wie Fibrin, 
Casein, Kleber, Conglutin, die gleiche Oxvprotsulfonsaure erhalten 
zu haben. 

Diese Behauptungen haben bereits durch Bondzynski 
und Zoja |. e eine grossentheils zutreffende Kritik erfahren. 
Zwar konnten diese bei Oxydation von krystallisirtem Eier- 
ibumin eine Oxyprotsulfonsiiure darstellen, die in ihrer Zu- 
sammensetzung der Maly’ schen Vorstellung — wonach_ sie 
ein einfaches Oxvdationsprodukt der Muttersubstanz vorstellt — 
entspricht, und erkliiren demgemiiss diesen Theil von Maly = 
Ausfithrungen fiir nicht) unwahrscheinlich: sie nehmen jedoch 
gegen dessen iibrige theoretische Ausfiihrungen als zu weil- 
gehend Stellung. In letzterer Beziehung kann ich mich thnen 
anschliessen. Aber auch in Betreff des ersten Punktes, wonach 
die Oxyprotsulfonsiiure kein) Spaltungsprodukt des Eiweisses 
sein, sondern noch das ganze Molekiil enthalten soll, lassen 
sich Bedenken dussern. 

Vorerst. verdient hervorgehoben zu werden,- dass dic 
Permanganatwirkung eine Combination von Alkali und Oxy- 
dationswirkung darstellt. Die Fliissigkeit nimmt, sobald_ sich 
das Permanganat Jést, eine intensiv alkalische Reaction an 
und es kommt zur Bildung einer Gallerte nach Art des be- 
kannten Lieberkiihn’schen Albuminats. Spiiter wird diese 
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Gallerte diinnflissig wie Lieberkiihn’ sches Albuminat, dem 
man nicht rechtzeitig das Alkali wieder entzieht. Alkaliwirkung 
‘jit stets zu weitgehender Spaltung des Eiweissmolekiiles, 
zur Bildung von Albumosen und Peptonen, zur Abspaltung 
yon Ammoniak, dessen Entwicklung auch bei Permanganat- 
behandlung zu beobachten ist. Es ist daher von vornherein 
nicht verstiindlich, wie die unter dhnlichen Verhiiltnissen ge- 
wonnene Oxyprotsulfonsiiure dem ungespaltenen Eiweissmolekiil 
entsprechen. sollte. 

In der That zeigen die vorstehenden Versuche, dass die 
<paltende Wirkung der Permanganatbehandlung nicht gering 
anzuschlagen ist. Nicht bloss wurden neben der Oxyprotsulfon- 
siiure reichliche Mengen von Albumosen und Peptonen gefun- 
den. sondern es liess sich sogar zeigen, dass die Spaltung bis 
zur Bildung von Fettsiuren und basischen Substanzen vor- 
veschritten war. Es ist nicht anzunehmen, dass das Eiwetss- 
molekiil einer solchen spaltenden Wirkung gegeniiber seine 
Integritat bewahrt und nicht jenen Zerfall erfahren sollte, den 
es sonst unter gleichen Verhiltnissen unter dem Einfluss von 
Alkali erleidet. Kithne!) und Schmiedeberg?) haben die 
Kinwirkung siedenden Alkalis auf Eiweiss untersucht und bel 
relativ. geringer Dauer des Versuches sehr eingreifend gefunden. 
Erfolgt auch bei dem Versuch nach Maly die Alkalieinwirkung 
bei Zimmertemperatur, so ist doch zu beachten, dass sie viel 
linger dauert. Genauere Versuche liegen iiber diesen Punkt 
nicht vor, doch ist anzunehmen, dass sich die Alkalien ahnlich 
den Siituren verhalten, beziiglich deren F. Goldschmidt ge- 
zeigt hat, dass jede Veriinderung des Kiweisses, sobald sie zur 
Acidalbuminatbildung fiihrt, bereits mit einer  Abspaltung 
grosserer Molekiilcomplexe vom Charakter der Albumosen ein- 
hergeht. 

Diesen Ueberlegungen stehen die analytischen Daten von 
Maly, Bondzynski und Zoja gegeniiber, welche annahernd 


das gleiche Verhiiltniss von G:N in der Oxyprotsulfonsaure 


1) Ber. d. d. chem. Ges. VIII, 209. 
2) Archiv f. exp. Pathologie u. Pharmakologie 39, 55. 














wie in der Muttersubstanz ergeben. Aber wie schon die beidey 
letztgenannten Autoren hervorheben, ist diese einzige That- 
sache nicht «ganz» beweiskraftig, da bei der Grosse des Ei- 
weissmolekiiles das Verhiiltniss von C:N stets nur grobe Ver- 
inderungen zum Ausdruck bringen kann. 

Ohne einer Entscheidung dieser Frage vorzugreifen, mbchte 
ich nur darauf aufmerksam machen, dass der ganze Verlauf der 
Permanganatwirkung die grésste Aehnlichkeit mit analogen, durch 
Fermente, Siituren und Alkalien eingeleiteten Spaltungsprocessen 
aufweist, so dass es bel unvoreingenommener Betrachtung einer 
anderen Deutung als in diesen Fallen gar nicht bedarf. 

Ber diesen Spaltungsvorgiingen sieht man stets  zuniichs! 
eine Anzahl immer noch complicirter, aber die Eigenschatten 
von Proteinstoffen tragender Complexe (Albumosen) sich bilden, 
die secundir einem weiteren Zerfall in die elementaren Com- 
ponenten des Eiweisses, wie Amidosiiuren und Protaminbasen 
ceventuell auch aromatische Gruppen), unterliegen. Diese Aul- 
spaltung des gewaltigen Eiweissmolekiils erfolgt aber nirgends 
mit einem Schlage, sondern es bleibt stets ein grésserer oder 
veringerer Theil desselben zuriick, der nur sehr langsam weiter 
zertillt und daher vielfach als ein bestiindigerer, weniger leiclit 
angreifbarer Complex des Eiweissmolekiils durch — specielle 
Bezeichnungen, wie Hemiprotein (Schiitzenberger) und Anti- 
albumid (Kiihne), unterschieden worden ist. Die Summe des 
leichter” spaltbaren Antheils hat man dann auch unter einem 
Namen, z B. Hemialbumin ete., zusammengefasst, von der 
Vorstellung geleitet, dass bei Eiweissspaltung zuniichst) zwel 
grosse Complexe entstehen, von denen der eine, der dem Hemi- 
protein entsprechende, relativ bestiindig ist, der andere jedoch 
sofort weiter zerfiillt. Die vorliegenden Thatsachen noéthigen 
aber durchaus nicht zur Annahme eines solchen  priiformirten 
und zum Zerfall besonders geneigten Hemialbumins, da_ sic 
der ganze Vorgang auch erkliiren liisst, wenn man annimmi, 
dass oberfliichlich und locker gebundene Albumosegruppen sich 
naturgemiiss zuerst ablOsen, bis ein widerstandsfiihigerer Complex 
zuriickbleibt, dessen Zusammensetzung von der der abgetrennten 
Gruppen aber nicht principiell verschieden zu sein braucht. 
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So sieht man auch bei der Permanganatwirkung friihzeitig 


sich Albumosengruppen ablésen, die bei fortgesetzter Oxydation 
weiter zur Entstehung von Fettsiiuren, Basen, Ammoniak und 
Kohlensiure verindert werden, wiihrend ein” relativ wider- 
standsfihiger Complex als Oxyprotsulfonsiiure  (beziehentlich 
ein Gemenge solcher sauren Korper) zuriickbleibt, der auch bei 
weiterer intensiver Oxydation als Peroxvprotsiiure einer defini- 
tiven Aufspaltung durch Permanganat widersteht. Dass dieser An- 
theil, als «Oxvprotsulfonsiiure> und «Peroxyprotsiiure> analysirt, 
sich abgesehen vom Sauerstoff- resp. Wassergehalte nicht zu 
weit von der Muttersubstanz entfernt, kann nicht befremden, 
da er selbst qualitativ dieselben Elementargruppen enthiilt wie 
der urspringliche Ko6rper und die abgespaltenen Albumosen- 
complexe selbst, die quantitativen Differenzen aber nur bei 
sehr grossen Verschiedenheiten in den rohen Analysenzahlen 
hervorzutreten brauchen. 

Vorliiufig scheint die niichternste Auffassung des ganzen 
Vorganges die zu sein, dass das Alkali des Permanganates das 
eigentlich spaltende Agens darstellt, die Oxydation aber 
den Spaltungsvorgang begiinstigt, indem = sie die abgelOsten 
Complexe wegoxvdirt. Leider fehlt es an genaueren Unter- 
suchungen tiber die Produkte, die bei gelinder Alkaliwirkung 
auf Eiweiss erhalten werden, sodass schwer zu entscheiden 
ist, in welchem Umfange bei der Permanganatwirkung die 
Qxvdation ausschlaggebend ist. Die zwei Punkte, in denen sie 
auffillig hervortritt — das Verschwinden der Bleireaction und 
die Umwandlung der aromatischen Gruppen in der Art, dass 
sie keine Abspaltung von Tyrosin und Indol oder Skatol ge- 
stalten —, hat bereits Maly hervorgehoben. Eine Erorterung 
dariiber, wie man sich diese Umwandlung vorzustellen hat, ob 
in der Form, wie sie Maly, nicht ohne Scharfsinn, durchfihrt, 
oder anders, scheint den gegebenen Thatsachen gegeniiber noch 
verfriht. 

Man koénnte erwarten, dass der bei der Permanganat- 
Wirkung entstehende widerstandsfihigere Complex — die «Oxy- 
protsulfonsiiure», bezw. die daraus sich bildende «Peroxyprot- 
~iiure» — dem Hemiprotein Schiitzenberger s oder Kithne’s 
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Antialbumid entspricht und demgemiiss bei weiterer Spaltung 
die gleichen Zersetzungsprodukte liefert. Die Beobachtungey, 


Maly s jedoch tiber die Spaltung der Peroxvprotsiiure, dic 
auch im Nachstehenden bestiitigt werden, unterstiitzen diese 
Auffassung nicht. 


#. Spaltung der Peroxyprotsiure mit Aetzbarvt. 

Darstellung des peroxyprotsauren Baryts. Die 
aus 4 kg. Eiweiss durch Oxydation erhaltene Oxvprotsulfon- 
siture wurde in verdiinnter Kalilauge gelést und so lange mit 
einer concentrirten Kaliumpermanganatlosung versetzt, bis eine 
Entfiirbung auch nach lingerem Stehen nicht mehr auftrat 
und verdiinnte Schwefelsiiure keine Fiillung mehr erzeugte. 
wozu ungefiihr ein Zeitraum von 3 Wochen noéthig war. 
Dabei wurde auf eine stetige stark alkalische Reaction geachtet, 
daes sich gezeigt hatte, dass selbst nach lingerem = Stehen 
keine Entfiirbung mehr auftrat, wenn die Reaction nur melir 
schwach alkalisch war, dass aber auf neuerlichen Zusatz von 
Kalilauge die Oxydation sofort weiterging. 

Als dieselbe vollendet war, wurde die roéthliche Fliissig- 
keit mit etwas Alkohol entfirbt und vom Braunsteinschlamm 
mittelst Leinenfilters getrennt. Das klare, wasserhelle Filtra! 
gab, nachdem die Reaction durch Essigsiiure neutral gemacht 
worden war, mit neutralem basisch essigsauren Blei wie mil 
Ouecksilberacetat) Fillungen. 

Bei Vorversuchen zeigte es sich, dass nach Ausfiillen 
mit basisch essigsaurem Blei Quecksilberacetat noch einen 
weiteren Niederschlag erzeugte, wie auch Maly angibt. Aber 
auch wenn zuerst mit Quecksilberacetat gefallt wurde, erzeugte 
im Filtrate basisch essigsaures Blei einen dichten Nieder- 
schlag. Es werden also von beiden Fiillungsmitteln Substanzen 
von verschiedener Natur abgeschieden, wahrscheinlich durch 
Bleisalze mehr siiureiihnliche, durch Quecksilber auch solche 
vom Charakter der Siiureamide. 

Dieser Umstand weist darauf hin, dass die Peroxyprot- 
siiure von Maly kein einheitlicher Kérper gewesen sein kann. 


da sie ja aus dem Gemenge beider Niederschlage gewonnet 
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fillung aufweisen. Bei dem Umstand, dass das Ausgangsmaterial, 
die « Oxyprotsulfonsiure », selbst ein Gemenge darstellt, war 


‘ibrigens die Bildung eines homogenen 
kaum zu erwarten. 


Ks wurde die gesammte Fliissigkeit vorerst mit  basisch 
essigsaurem Ble ausgefiillt, der Niederschlag abgesaugt 
<chliesslich zwischen Filtrirpapier durch einige Tage moglichst 
gut abgepresst. Das Gewicht desselben betrug in noch etwas 
feuchtem Zustande 5320 gr. Er wurde mit 4°/oiger Schwefel- 
<iure zersetzt, das schwefelsaure Blei abgesaugt und gut ge- 
waschen, Das Filtrat wurde durch Aetzbaryt von der Schwefel- 
Einleiten 


-iiure befreit, der tiberschiissige Baryt 


und noch heiss vom ausgeschiedenen schwefelsauren und kohlen- 
sauren Baryt abfiltrirt. Das klare, kaum gefiirbte Filtrat wurde 
eingeengt und durch Alkohohl der peroxvprotsaure Baryt als 
ein weisser amorpher Niederschlag gefiillt. Seine Menge betrug 
ungefahr 160 gr. = peroxyprotsaurer Barvt IL. 

Da das Filtrat aber noch Biuretreaction gab, wurde der Alkohol ab- 
destillirt, der Riickstand eingeengt, wobei sich Baryumoxalat und Baryum- 
carbonat abschied, und nochmals mit Alkohol 
kornige Niederschlag zeigte sich unter dem Mikroskope als Gemenge 
vines amorphen und eines krystallinischen Kérpers. Zar Trennung beider 
wurde, nach dem Verreiben mit wenig Wasser, zuerst mit Alkohol der 
anorphe Kérper, der sich als peroxyprotsaurer Baryt erwies, ausgefiillt. 
lin klaren, farblosen Filtrate entstand auf reichlichen Aetherzusatz eine 
Trubung, die nach wenigen Tagen sich in einen Krystallbrei langer Nadeln 
uiiwandelte. die vielfach ia Wawellitform gruppirt waren und durch 
Aussehen und sonstiges Verhalten mehrfach an die Beschreibung erinnerten, 
tie Maly vom isoglycerinsauren Baryt gibt. Nach dem Umkrystallisiren 
rrwiesen sie sich als essigsaurer Baryt. Die Analyse ergab: 





Gefunden: berechnet: 
# IR.95° 5 18.82” 4 
H 2.60 'o 2.33 Jo 
Ba 53.44% 5 93.72° 
H,O 6,00 7.16 





worden war, wie denn auch die von ihm angefiihrten Analysen- 
zahlen der aus den Barytverbindungen dargestellten freien Sauren 
Hifferenzen von 1° 0 im Kohlenstoff- und von 2° 0 im Stickstoff- 
vehalte zwischen der ersten Bleifraction und der Quecksilber- 


Oxydationsproduktes 


durch 
Kohlensiiure gefiillt, die Fliissigkeit sodann einige Zeit gekocht 
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Kine Probe der Krystalle, mit arseniger Saure erhitzt. entwickelt, 


deutlich Kakodylgeruch, und eine wiisserige Lésung derselben gab mi 
Kisenchlorid eine schén rothe Farbe. 


Das Filtrat vom Bleiniederschlage wurde mit essigsaurem 
Quecksilber gefillt, der Niederschlag abgesaugt und abgepresst, 
Entgegen den Angaben Maly’s war die Menge dieser Fallung 
eine bedeutend geringere als der durch Blet  erhaltenen, 
denn thr Gewicht in noch etwas feuchtem Zustande  betrug 
nur D&O gr. (/9 des Bleiniederschlages). Der Niederschlag 
wurde in Wasser aufgeschwemmt, mit Schwefelwasserstoff zer- 
setzt, das Filtrat vom Schwefelquecksilber, durch Erhitzen vom 
Schwefelwasserstoff befreit, mit Aetzbaryt gekocht, der Baryt 
dann durch Kohlensiiure gefillt. In der eingeengten  klaren 
Fliissigkeit fiillte Alkohol einen gleichfalls = weissen — und 
amorphen Niederschlag, den peroxyprotsauren Barvt I. 

Beide Priiparate des peroxyprotsauren Salzes— stellen ge- 
trocknet sandige, kriimelige und etwas gelblich gefiirbte Sub- 
stanzen dar, die sich leicht zu einem weissen Pulver zerreiben 
lassen. Eine Probe vom peroxyprotsauren Baryt | wird in Wasser 
gelost, mit schwefelsaurem Ammonium versetzt, vom schwefel- 
sauren Baryt abfiltrirt und mit einer gesiittigten Ammonsulfat- 
losung gepriift, die jedoch nicht die feinste Triibung, selbst 
nach Ansiiuren, hervorruft. Die Peroxyprotsiure zeigt somit 
nicht mehr den Charakter einer Albumose. 

Kine barvtfrei gemachte wiisserige LOsung desselben Prii- 
parates wird nach dem Neutralisiren mit kohlensaurem Natron 
auf ihr Verhalten gegen einige der gebriiuchlichsten Fillungs- 
mittel gepriift. 

Phosphorwolframsiiure und Phosphormolybdinsiéure geben 
dichte Niederschliige, die sich aber auf Salzsiiurezusatz bis aut! 
eine feine weisse Triibung wieder auflésen. 

Ferrocyankalium, Pikrinsiiure, Gerbsiiure, Jodwismuth- 
kalium und Jodquecksilberkalium erzeugen keine Fiillungen, woh! 
aber geben solche Nitrat und Acetat des Quecksilbers. 

Die Biuretreaction mit Kupfersulfat und Natronlauge is! 
sehr intensiv: mit Nickelsulfat und Alkali kann nur eine 
schwach gelbe Farbe erhalten werden. 
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Die Molischsche Probe auf Kohlehydrate  fillt) ganz 
negativ. aus. 

Salpetersaures Silber erzeugt in der vom schwefelsauren 
\atron befreiten und zum Syrup eingeengten Fliissigkeit einen 
sowohl in Salpetersiture als) auch in) Ammoniak  loslichen 
Viederschlag. 

Da der erhaltene peroxyprotsaure Baryt zur weiteren Zersetzung 
verwendet werden sollte, so wurde keine weitere Priifung und Unter- 
suchung vorgenommen. 

Die Zersetzung der beiden Niederschliige von peroxyprot- 
saurem Baryt IT und Il mit Barvt wurde genau nach Angabe 
von Maly, aber getrennt von einander vorgenommen. 


A. Spaltung des peroxyprotsauren Baryts IT (aus 
der Hg-Faéllung). Der aus der Quecksilberfillung erhaltene 
peroxyprotsaure Baryt wurde mit dem gleichen Gewichte Wassers 
und Aetzbaryts gemengt, und in einer Platinschale durch 24 
Stunden auf dem Wasserbade und sodann durch 2 Tage iiber 
freier Flamme erhitzt, wobeit das verdampfte Wasser stets 
ersetzt wurde. Nach dem Abfiltriren des zumeist aus schwetel- 
saurem und oxalsaurem Barvt bestehenden Niederschlages wurde 
init Kohlensiiure der tiberschiissige Barvt entfernt. Die Unter- 
suchung des eingeengten Filtrates ergab als weitaus tber- 
wiegendes Spaltungsprodukt Leucin, das durch Krystallisation 
und Analyse verificirt wurde. 

Das reinste Praparat wurde in nachstehender Weise erhalten: 

Das erhaltene Roh-Leucin wurde aus ammoniakalischem Alkohol 
wnkrystallisirt, dann, als es bereits nahezu farblos war, in einem Ge- 
misch von drei Vierteln Wasser und einem Viertel Alkohol (95° 0) unter 
Frwirmen gelést, etwas eingeengt und der Krystallisation iiberlassen. 
Nach zwei Tagen traten an der Oberfliche Krystalldrusen auf, die sich 
in Verlaufe einiger Tage noch ziemlich vermehrten. Als eine weitere 
Ausscheidung nicht mehr beobachtet werden konnte, wurden sie abge- 
saugt, mit Wasser, in dem sie sich sehr schwer loslich zeigten, gewaschen 
und getrocknet. Sie stellten kleine Drusen von prismatischen Krystallen 
dar, die durchschnittlich eine Linge von 1—2 mm. erreichten und 
cegen das freie Ende hin farblos und glinzend waren. Auf dem Platin- 
bleche verbrannten sie mit dem fiir Leucin charakteristischen Geruche, 
bel vorsichtigem Erhitzen sublimirten sie, ohne zu schmelzen. 
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Sie waren sehr schwer léslich in Wasser und von schwach sijsc- 
lichem Geschmack. Es erinnert dies Verhalten an das von Nenck) 
bei der Pancreasfiiulniss erhaltene Leucin. 


Kine Probe, mit Kali geschmolzen, gab deutlich den Geruch na 
Pyrrol, das auch durch die Fichtenholzreaction nachgewiesen wurde. [jc 
schmelze, mit Siure im Ueberschuss versetzt, entwickelte einen Geruch 
nach Buttersiiure und Valerianséure. 

Die Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl ergab 10,99°'o N (he- 
rechnet fiir Leucin 10,69°o). 

Wurde das unreine Leucin oder die Mutterlauge des- 
selben der Wasserdamptdestillation unterworfen, so trat— im 
neutralen Destillate Pyridingeruch auf. In einem Falle wurde 
das Destillat mit Aether ausgeschiittelt: nach dem Verdunsten 
des letzteren restirten zwei Tropfen einer wasserklaren Fliissig- 
keit, die den typischen Geruch nach Pyridin boten. Die Fichten- 
holzreaction auf Pyrrol fiel negativ aus. 

Ber Destillation der angesiiuerten” Fliissigkeiten  liessen 
sich dann auch kleine Mengen von Fettsiituren, wie Exssig- 
siiture und Buttersiiure, nachweisen. 

Das Vorhandensein anderer Amidosiiuren, etwa Glutamin- 
siiure oder Asparaginsiiure, sowie von Homologen des Leucins 
wurde trotz dahin gerichteter Versuche nicht beobachtet. 


Bb. Spaltung des peroxyprotsauren Baryts II (aus 
der Bleifillung). — Dieses Barvtsalz wurde in gleicher Weise 
wie die erste Fraction mit Aetzbaryt zersetzt und hierauf die 
vom Baryt befreite Fliissigkeit emngeengt. 

Auch hier schied sich sofort eine leucinahnliche Substanz 
(If A) ab, die von der Mutterlauge (II B) getrennt wurde. Sie 
wurde in Wasser gelOst und aus der gelbgefiirbten Fliissigkeit 
mit Alkohol ein Niederschlag gefillt, der grésstentheils aus 
Leucin bestand, verunreinigt mit fettsauren Barytsalzen, von 
welchen er durch wiederholtes Loésen und Fiillen mit Alkohol 
und Aether befreit) wurde. 

Aus dem ersten alkoholischen Filtrate krystallisirte beim Einengen 
Leucin in gewohnlicher Form aus. Dieses wurde ebenfalls, wie vorher. 





Nencki, Zur Kenntniss der Leucine. Journ. f. pract. Chem.. 
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aus zwei Dritteln Wasser und einem Drittel Alkohol umkrystallisirt, wobei 
sich wieder Anfangs die drusigen Krystalle ausschieden, die mit Alkohol 
und Aether gewaschen und getrocknet wurden. Bei vorsichtigem  Er- 
hitzen sublimirten sie, auf dem Platinbleche hinterliessen sie beim Ver- 
brennen keinen Aschenriickstand und schmeckten schwach siisslich. 

Die Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl ergab 11,45 ° 9 
und 11,46 %/o N. 

Nun erfordert aber Leucin” einen Stickstoffgehalt von 
10.69°0 N; der gefundene lag demnach zu hoch fiir Leucin, 
aber auch zu niedrig fiir Amidovaleriansiiure, die 11,96 °/o N 
enthilt. Er entspricht dagegen der Stickstoffmenge, die Maly 
bei seinem Leucin fand, niamlich 11,29°/0, weshalb er dasselbe 
als eine Verbindung von Amidovalerian- und Amidocapron- 
siiure beschrieb. 

Da aber die erhaltene Substanz in ihrer Krystallform, Lés- 
lichkeit und ihrem sonstigem Verhalten sich absolut nicht unter- 
<chied von den Krystallen, die aus der Spaltung des peroxy- 
protsauren Baryts I erhalten wurden, und die auf Grund der 
Analyse als Leucin angesprochen werden miissen, so. lag 
es nahe, dass doch nur eine anhaftende Verunreinigung mit 
einer sehr stickstoffreichen Verbindung diese differenten Anua- 
lysenresultate verursachte. 

Da die Kupferverbindungen der reinen Amidosiiuren eine 
sehr constante Zusammensetzung haben und der Procentgehalt 
an Metall wegen des hoheren Atomgewichtes bei den einzelnen 
Gliedern gréssere Differenzen aufweist, so wurde das Kupfer- 
salz dargestellt. 

Kin Theil der Krystalle wurde in schwach alkalischem Wasser 
geldst und diese Lésung mit Kupfercarbonat gekocht. Alsdann hatten 
sich blassblaue, 4usserst schwer lésliche, blittchenférmige Krystalle ge- 
bildet. Sie wurden in einer grossen Quantitiét Wasser unter Erhitzen 
velost und durch Einengen wieder zur Ausscheidung gebracht. Die 
Loslichkeit war so gering, dass bei weiterem Einengen in der Mutter- 
‘auge kKaum Spuren einer gelisten Kupferverbindung zuriickblieben. Die 
Krystalle wurden abgesaugt, zuerst mit verdiinntem, dann mit starkem 
\lkohol und schliesslich mit Aether gewaschen und bei 100° getrocknet. 

Zur Kupferbestimmung wurde die Substanz durch Gliihen im 


Platintiegel vollkommen verascht und das restirende Kupferoxyd ge- 


wogen. 





Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, XXVI. 20) 
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0.2107 gr. Kupfersalz gaben 0,0292 gr. CuO oder 19,804 °/o Cu 


0.1561 gr. > » 0.0383 gr. CuO») 19.59 %o Cu. 
Verlangt ist fiir: 
Leucinkupfer Amidovalerians. Kupfer Gefunden: 
(C,H, NO,), Cu (C,H, NO,), Cu 
Cu 19,62 %/o 21,46 Yo 19,4499 


Ein molekulares Gemenge beider Siiuren wiirde als Kupfersalz 
(C,H, NO,.C,H,, NO,)Cu 20,50 °.o Cu beanspruchen. 

Auf Grund dieses Ergebnisses kann von einer Verbindung 
der Amidovalerian- und Capronsiiure, wie sie Maly annimmt. 
nicht wohl die Rede sein. Die vorliegende Substanz ist Leucin. 
dessen hodherer Stickstoffgehalt von einer geringen Menge einer 
noch anhaftenden stickstoffreichen Verbindung herriihrt, die 
aber, da sie kein Kupfersalz bildete, nicht zu den Homologen 
der Amidocapronsiure gehodren kann. Diese Verunreinigung 
diirfte auch bei dem von Maly analysirten Leucin vorgelegen 
haben. 

Die von diesem krystallisirten Leucin abfiltrirte Fliissigkeit 
schied, neuerlich eingeengt, Leucin in gewohnlicher Form aus 
und erstarrte schliesslich nach dem Abkiihlen zu einem festen 
Kuchen, der hauptsiichlich aus mikroskopisch kleinen, radiar 
gestreiften, doppeltbrechenden Leucinkiigelchen bestand. Beim 
Verreiben mit Alkohol und Aether zeigte sich derselbe nur 
theilweise lOslich; der unlésliche Antheil erwies sich nach dem 
Umkrystallisiren aus verdiinntem Alkohol als beinahe aschen- 
freies Leucin. Der geléste Antheil wurde zum Syrup  ein- 
gedampft und mit Wasser destillirt. Das Destillat, das stark 
nach Benzaldehyd roch, wurde mit Aether ausgeschiittelt. 
Nachdem der letztere verdunstet war, blieben einige Tropfen 
einer wasserklaren Fliissigkeit zuriick, die einen starken Geruch 
nach Benzaldehyd hatte, ammoniakalische Silberlésung etwas 
reducirte, und in der sich schon nach wenigen Stunden Stehens 
Krystalle von Benzoesiiure ausschieden. : 

Schulze und Barbieri!) erwiesen das Vorhandensein 
von Benzaldehyd nach dem Zersetzen des Eiweisses mit Salz- 


‘) Schulze u. Barbieri: «Amidosauren, welche bei der Spaltunz 
mit Salzsiiure und Barytwasser entstehen.» Diese Zeitschr., Bd. IX. 
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<iure und Barytwasser in der letzten Mutterlauge der leucin- 
haltigen Krystallisation und beim Kochen der Phenylamidopro- 
pionsiure mit chromsaurem Kali und verdiinnter Schwelelsiaure. 

Hier kann dies Auftreten von Benzaldehyd wohl nicht so erklirt 
werden, dass bei der Spaltung des als aromatische Gruppe bezeichneten 
Complexes die Oxydation nicht bis zur Benzoesiiure vorgeschritten ist, 
di Benzoesiurealdehyd bekanntlich sehr leicht in Benzoeséure iibergeht. 
Vielleicht lag hier urspriinglich eine Verbindung von Benzaldehyd oder 
eines analogen Complexes mit einer Amidosiure vor, ahnlich den von 
Erlenmeyer jun. (Ber. d. deut. chem. Gesell. 30 u. a. O.) beschriebenen 
Condensationsprodukten der Amidoséuren mit Benzaldehyd, die hinterher 
in ihre Componenten gespalten wurde. 


Die Mutterlauge (II B) von dem erstausgeschiedenen Leu- 
! : cin wurde, nachdem sich auch nach sehr langem Stehen keine 


: Krystallisation gezeigt hatte, mit Alkohol versetzt, wobei ein 
: syruposer Niederschlag (II C) ausfiel, der indes bald zu einer 
VPu} ; 


kriimeligen, harten Masse erstarrte. Aus der abgegossenen 
| alkoholischen Fliissigkeit fillte Aether noch einen weissen 
| Niederschlag (II D), der in Wasser gelést und zum Syrup ein- 
ceengt wurde. Da dieser, auf dem Platinbleche verbrannt, 
einen bedeutenden Riickstand von kohlensaurem Baryt hinter- 
liess, so wurden die vorhandenen Barytverbindungen mit ver- 
diinnter Schwefelsiiure zersetzt. Durch Ausschiitteln der wisse- 
rigen Fliissigkeit mit Aether konnten Benzoesiaure, sowie 
geringe Mengen von Essigsiiure und Buttersaure_ isolirt 
werden. Im Reste fand sich nur noch etwas Leucin. 

Das Filtrat von dem durch Aether erzeuglen Niederschlage 
(11D) wurde zum Syrup eingeengt und, da auf Zusatz von 
Schwefelsiiture ein stark saurer Geruch nach Fettsiiuren auf- 
trat, mit Aether ausgeschiittelt. Nach dem Verdunsten des- 
selben blieben weisse, nadelf6rmige Krystalle zuriick und eine 
geringe Menge einer dicklichen, etwas gelb gefiirbten Fliissigkeit 
von stark saurer Reaction und dem Geruch nach freier Essigsaure 
und Buttersiure. Die Krystalle sublimirten leicht mit charak- 
teristischem Geruche und gaben, mit Methylalkohol und Schwefel- 
siure erwiirmt, den Geruch des Benzoesituremethylesters. Sie 
vurden in verdiinntem Alkohol gelést und diese LOsung unter 
Zusatz von kohlensaurem Natron eingeengt. Aus dem nun 
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gebildeten benzoesauren Natron wurde mit Salzsiure die 
benzoesaure in Bliittchen gefallt. 
_ 


Die stark saure Fliissigkeit, die neben der Benzoesiiure 
nach dem Verdunsten des Aethers zuriickgeblieben war, schied 
nach Kochen mit kohlensaurem Baryt beinahe nur essigsaures 
Salz aus. 

Aus dem nicht weiter krystallisirenden Antheile konnten 
durch Destillation mit Wasserdampf noch Fettsiuren ge- 
wonnen werden, die in die Bleisalze tibergefiihrt wurden. Als 
sich deren Menge fiir die Isolirung und Analyse der einzelnen 
Verbindungen ungeniigend erwies, wurden sie fein  verrieben 
und behufs Esterificirung in einem mit Riickflusskiihler ver- 
sehenen Kolben mit Alkohol und concentrirter Schwefelsiiure 
durch 3 Stunden im Kochen erhalten. Aus diesem Reactions- 
gemische konnten die gebildeten Ester, nachdem dasselbe mit 
Soda neutralisirt und mit einer concentrirten Chlorcalcium- 
losung zur Entfernung des Alkohols geschiittelt worden war, 
mittelst Aethers isolirt werden, was nach zweimaligem Aus- 
schiitteln. gelang. Die Aetherausziige wurden in einem milf 
Lebel-Henninger schem Aufsatz armirten Ké6lbchen fractionirt 
destillirt. 

Bel 77,5—78° ging Essigsiureathylester und bei 98° 
Propionsiiureathylester tber. 

Der sehr geringe Riickstand im Kélbchen gab den Geruch 
nach Buttersiiureester, aus dem nach dem Verseifen die 
freie Siiture als eine dickliche, stark saure, farblose Fliissigkeit 
von dem deutlichen Geruche der Buttersiiure gewonnen werden 
konnte. 


Nachdem der durch Alkohol erhaltene Niederschlag (II C) nochmals 
aus wiisseriger Lésung mit Alkohol gefallt worden war, schieden sich 
beim Einengen des alkoholischen Filtrates schéne ‘2 bis trem. lange 
Nadeln ab, die in Wawellitform angeordnet waren. Sie wurden von der 
geringen Mutterlauge getrennt und aus Wasser umkrystallisirt. 

Da sie in Form und Aussehen grésste Aehnlichkeit mit dem bereits 
friiher isolirten essigsauren Baryt zeigten, so wurde sofort auf diese 
Siiure gepriift. Die rothe Firbung mit Eisenchlorid und die Kakody|- 
bildung beim Erhitzen mit arseniger Siiure bestiitigten auch die Ver- 
muthung, dass in der That essigsaurer Baryt vorlag. 
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Da der durch Alkohol erzeugte Niederschlag, in wiisseriger 
Losung mit Kupfercarbonat gekocht, eine dunkelblaue Lésung 
vab, in welcher Glutaminsiiure vermuthet werden musste, 
<9 wurde versucht, diese Siiure erst als Kupfersalz, dann als 
barytverbindung oder in freiem Zustande zur Krystallisation 
zu bringen, jedoch ohne Erfolg. Schliesslich gelang der Nach- 
wels durch Ueberfiihrung in) das charakteristische salzsaure 
salz. 

Ks wurde die dickfliissige Lésung der freien Siure mit concen- 
trirter Salzsiure verdiinnt und unter Eiskiihlung Salzsiiuregas bis zur 
Saittigung eingeleitet. Nach wenigen Tagen bereits schieden sich die 
weissen krustenf6rmigen Krystallmassen der salzsauren Glutamin- 
siiure ab. 

Zur Analyse wurde sie vorher aus Wasser umkrystallisirt. Die 
Chlorbestimmung ergab: 19.37 °o HCl, berechnet fiir salzsaure Glutamin- 
siiure: 19.33 ° 0 HCI. 

Bei der nach Kjeldahl ausgefithrten Stickstoffbestimmung wurden 
406%  N gefunden. Berechnet: 9,54°/o N. 

Ein Theil der erhaltenen salzsauren Glutaminsiure wurde nach 
Angabe von Hlasiwetz und Habermann!) mit einer der enthaltenen 
Salzsiure iiquivalenten Menge Brom in einem zugeschmolzenen Rohre 
einen Tag hindurch bei 100° erhitzt und sodann die wasserhelle Reactions- 
liissigkeit eingeengt. Alsbald schieden sich beim Abkiihlen die schénen, 
nadelférmigen Krystalle der bromwasserstoffsauren Glutaminséure ab. 

Aus der geringen Menge von Mutterlauge der salzsauren Glutamin- 
siure konnten weder direkt noch nach Ausfallen mit Quecksilberacetat 
charakteristische Verbindungen isolirt werden. 

Maly hat aus seiner Peroxyprotsiiure durch Behandlung 
mit Aetzbarvt erhalten: Ammoniak, Oxalsaure, schwefelige 
Siiure, lsoglvcerinsiiure, Pyrrol (in Spuren und zwar erst 
beim Erhitzen in geschlossenem Rohre auf 130—140°), Glu- 
laminsiure, Leucin, Amidovaleriansiure (angeblich in 
Verbindung mit Leucin), Benzoesaiure und Ameisensaure. 

Aus dieser Liste ist die Amidovaleriansiure aus oben 
ungefiihrten Griinden zu streichen. Die Isoglycerinsaiure, auf 
deren Untersuchung eigentlich ausgegangen worden war, konnte 
trotz aller Bemiihungen nicht erhalten werden. Pyrrol konnte, 
wenn auch nicht direkt bei der Spaltung, so doch mehrmals 


1) Hlasiwetz und Habermann, Liebig’s Annal. 169. 
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bei Einwirkung von schmelzendem Kali auf mehr oder wenigey 
gereinigtes Leucin nachgewiesen werden, ein Beweis  dafiir, 
dass in dem Peroxyprotsiuregemenge die Bedingungen einer 
Pyrrolbildung reichlich gegeben sind. 

Die Aufzihlung Maly’s ist dann ferner zu ergiinzen 
durch Essigsiiure, Propionsiure, Buttersaure, Benz- 
aldehyd und Pyridin. 

Dabei hat der Nachweis von Pyridin einiges Interesse. 
Bekanntlich hat R. Cohn?!) unter den Zersetzungsprodukten 
von Eiweiss eine krystallisirende Substanz gefunden (wie Ritt- 
hausen?)annimmt, das Leucinimid der iilteren Autoren), die bei 
Zinkstaubdestillation Pyridin gab. Das Auftreten von Pyridin 
bei der Oxydation von Eiweiss mit Permanganat erscheint im 
Hinblick auf die oxydative Eiweissspaltung im Thierkérper be- 
achtenswerth. 

Weshalb die Auffindung der Isoglycerinsiure nicht gegliickt 
ist, vermag ich nicht zu erkliren. Das negative Resultat hat 
natiirlich den so positiven Angaben Maly’s gegeniiber kein 
Gewicht. Er hat diese Verbindung bei der Oxydation des 
Leims ebenfalls vermisst, glaubt aber einem solchen negativen 
Befunde keinen Werth beilegen zu sollen, denn «bei der ein- 
geschlagenen Behandlung lassen sich die Versuchsbedingungen 
nicht so scharf einhalten ».%) 

Ks mége aber doch hervorgehoben werden, dass Maly’s Aul- 
fassung, wonach es sich um eine «Isoglycerinsiiure» (CH/OH|,CH,COOH 
oder CH,- C/OH|,- COOH) handelt, berechtigten Zweifeln Raum lisst, 
einerseits im Hinblick auf die relative Bestindigkeit seines Praparates. 
die von der Veranderlichkeit der homologen Glyoxylsiure und der niachs! 
verwandten Trichlorisoglycerinsiure auffallend absticht, andererseits in 
Anbetracht des fehlenden Lésungsvermégens fiir Kupferoxyd in al- 
kalischer Lésung, wie es sonst Oxysiiuren zukommt. 

1) R. Cohn, Auffindung eines Pyridinderivates. Diese Zeitschr.. 
Bd. XXII. 

2) Ritthausen, Leucinimid, ein Spaltungsprodukt der Eiweiss- 
kérper in Siiuren. Ber. d. deutsch. chem. Ges. 29. 

3) R. Maly, Monatshefte fiir Chemie. X. Sitzungsber. d. Kais 
Akadem. Math.-naturw. Cl. Bd. XCVIII, Abth. Il. Sitzg. vom 17. Ja- 
nuar 1889. 
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Der voriibergehend sich aufdriingende Gedanke, dass Maly das 


caure Baryumacetat von Villiers!) unter der Hand hatte, das in Kry- 
stallisirbarkeit und wawellitartiger Beschaffenheit, sowie in der Zusammen- 
-etzung den Angaben Malvy’s nahe kommt, musste fallen gelassen werden, 
als sich herausstellte, dass dieses Salz beim Trocknen sowie beim Um- 
krystallisiren sich leicht in das neutrale Acetat zuriickverwandelt. 

Die oben angeregte Frage, ob die bei der Permanganat- 
oxydation als relativ widerstandsfiihige Gruppe zuriickbleibende 
Oxyprotsulfonsiiure»> resp. «Peroxyprotsiiure» dem Antialbumid 
oder Hemiprotein entspricht, kann nach den vorliegenden That- 
sachen mit Nein beantwortet werden. 

Der Antialbumidcomplex ist dadurch charakterisirt, dass 
er bei der Spaltung kein Leucin oder) Tyrosin, wohl aber 
Antipepton — wie man jetzt sagen wiirde Protaminbasen 
liefert. (Ob daneben auch Asparaginsiiure und Glutaminsiiure 
auftreten, ist nicht festgestellt.) Da nun die Oxyprotsulfonsiauren 
und das Peroxyprotsiiuregemenge bei der Spaltung reichlich Leucin 
liefern, eine auffaillige Vermehrung der basischen Gruppen aber 
nicht ersichtlich ist, so kann die Oxyprotsulfonsaure nicht dem 
Antialbumid entsprechen. Es wird sonach vom Permanganat 
an dem grossen Eiweissmolekiil ein anderer Complex als relativ 
widerstandsfihig intact gelassen, als von Siiuren oder hydro- 
lvtischen Fermenten. 

Hervorzuheben ist, dass diese relative Widerstandstihigkeit 
nicht in der Resistenz der einzelnen Gruppen begriindet ist, 
denn die erhaltenen Spaltungsprodukte sind zum = Theil fiir 
alkalische Permanganatl6sung iiusserst leicht angreifbar, z. B. 
Leucin. Es muss sonach in der Anordnung oder Verkniipfung 
dieser Gruppen unter einander liegen, warum sie der Wirkung 
der alkalischen Permanganatl6sung so hartniickig Widerstand 
leisten. Insofern diirfte sich der Versuch lohnen, das Gemenge 
der «Peroxyprotsiiure»> in die einzelnen Componenten zu zer- 
legen und diese nither zu charakterisiren. 


1) Villiers (Bull. de la Société chim. 30) und Lescoeur (Compt 
rend, 84, 85), 















Ein neuer eiweissartiger Bestandtheil der Milch.') 
Von 
A. Wréblewski. 


(K. K. allg. Untersuchungsanstalt f. Lebensmittel in Krakau. 


Der Redaction zugegangen am &. October 1898.) 


In der Frauenmilch wurde von mir vor vier Jahren ein 
Proteinstoff gefunden, dessen Zusammensetzung mit der Forme! 
Cy soHlsgoNy3P5,0,, Ubereinstimmte. Derselbe enthielt C—45,01° 0, 
H—7,31°/o, N—-15,07°,0, P—O,80°/0, S—4,70°/o und O—27,11°70. 
Dieser Korper reducirte Fehling sche Lésung auch nach dem 
Kochen mit Salzsiure nicht, bei der Pepsinverdauung spaltete 
er kein Pseudonuclein ab. Um ihn zu lésen, wurden fiir ein 
Gramm 121.3 cem. '/100 N.-Natronlauge verbraucht. Von der Ver- 
dauungssalzsiure waren zu demselben Zwecke 5 ccm. erforder- 
lich. Dieser Korper brauchte demnach zur Sittigung mehr 
Natronlauge als das Frauencasein. Er gab die Biuret-, Millon-, 
Xanthoproteinreaction, wie auch Reaction von Adamkiewicz. 
Kr enthielt nur wenig bleischwirzenden Schwefel. Dieser Kérper 
wurde durch das Aussalzen mit Natriumchlorid aus den Mutter- 
laugen der Essigsiiurefiillung des Frauencaseins erhalten. 2) 

Im Laufe dieses Sommers wurde von mir ausser der 
Frauen- auch noch die Kuh- und Stutenmilch auf diesen Kérper 
hin gepriift. Es hat sich dabei erwiesen, dass in den Mutter- 


1, Vorgelegt der Akademie der Wissenschaften in Krakau am 
3. October 188. 

-, «Beitrige zur Kenntniss des Frauencaseins etc.» Schweiz. klin. 
Mitt. II Reithe. Heft 6. 








— 309 


augen der Essigsiiurefiillung des Kuheaseins ein vom Casein 
yerschiedener Stoff in kleinen Mengen vorhanden war, in den 
Mutterlaugen des Stutencaseins befand sich ein ahnlicher Korper 
in grosserer Menge. In allen drei genannten Milchsorten  be- 
finden sich Wahrscheinlich drei verschiedene, wenn auch einander 
jhnliche Koérper. Da aber diese Unterschiede bis jetzt) noch 
nicht pracisirt sind und das charakteristische Verhalten fiir sie 
alle gemeinschaftlich ist, so ist es wohl erlaubt, von einem 
solchen Mutterlaugenkérper zu reden. Man muss ihm, um 
Weitliufigkeiten zu vermeiden, einen vorliufigen kurzen Namen 
veben. Da er dadurch charakterisirt ist, dass seine Lésungen 
opalisiren, so wird es vielleicht zweckmiissig sein, ihn mit dem 
Namen Opalisin zu bezeichnen. 

Opalisin der Stutenmilch. bei der Fiallung des Stuten- 
caseins mit Essigsiure nach der von Hammarsten fiir das 
Kuhcasein gegebenen Vorschrift findet man in den Mutterlaugen 
nicht unbetrachtliche Mengen von einem Korper, welcher durch 
das Aussalzen mit Magnesium- oder Ammoniumsulfat gewonnen 
wird: er faillt ebenfalls beim Aussalzen mit Natriumehlorid aus, 
obgleich dabei die Reaction der Fliissigkeit gewissen Einfluss 
hat. Vom Casein unterscheidet er sich dadurch, dass er bet 
der peptischen Verdauung kein Pseudonuclein zuriicklisst. In 
den Lésungen des Stutencaseins hingegen entstehen Nieder- 
schlage des Pseudonucleins und bleiben im Laufe von mehreren 
Monaten ungelést. Dieses Pseudonuclein enthilt viel Phosphor, 
aber dabei nicht wenig Schwefel. Es l6st sich in Natronlauge, 
lillt bei der Neutralisation mit Essigsiiure oder Salzsaiure aus 
und lést sich im Ueberschusse der Siure nicht. Es verhilt sich 
demnach dem Pseudonuclein des Kuhcaseins ganz gleich. 
Wenn man eine fast neutrale Losung des ausgesalzenen Kérpers 
init ein’ paar Tropfen einer Chlorcalciumlésung versetzt und 
dann etwas Phosphorsiéurelésung dazugibt, so entsteht beim 
Zrosseren Zusatze von Phosphorsiiure sofort ein Niederschlag. 
Ks ist kein albumin- oder globulinartiger Korper, weil er weder 
beim Kochen seiner Loésungen, noch bei der Dialyse gefallt wird. 
Es ist fiir diesen Korper charakteristisch, dass seine Losungen 
mehr oder weniger opalisiren. 
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Kine Portion von diesem Opalisin wurde in !10 N.-Natron- 
lauge geldst und bis zum Verschwinden der Schwefelsiiure- 
reaction dialysirt, dann mit Alkoholather gefallt, mit Aether 
gewaschen und getrocknet. Das schneeweisse Pulver enthielt 
Phosphor und mehr Schwefel als das Stutencasein. Das reine 


unveriinderte Stutencasein enthalt 0,74°/o P) (Mittel aus dre; 
Bestimmungen: 0,73°/0, 0,76°/0 und 0,74°/o) und O,56° 08 
\Mittel aus fiinf Bestimmungen)?). Das Opalisin lést) sich im 
Wasser nur theilweise, das Filtrat opalisirt stark. In Alkalien 
lost es sich leicht, in Siituren dagegen schwieriger, besonders 
schwer in Essigsiiure. Wenn man eine neutrale LOsung des 
QOpalisins mit Essigsiiture versetzt, so fallt ein Niederschlag, 
welcher sich im Ueberschusse der Siure nicht vollstiindig 
lost, die Fliissigkeit) opalisirt stark und bildet beim Schiitteln 
mit Luft kleine klebrige faserige Fl6ckchen. In dieser be- 
ziehung iihnelt) das Opalisin den Mucinen. Man _ erhiilt eine 
Losung des QOpalisins in der Essigsiiure durch das Eingiessen 
einer neutralen Losung desselben in ein’ grdsseres Volumen 
der 1° olgen Essigsiiure. Es ist in concentrirter Salzsiiure 
leicht lOslich, gibt aber keine Liebermann sche Reaction, die 
Losung bleibt farblos. Es gibt Biuret-, Millon-, Nanthopro- 
teinreaction, diejenige von Adamkiewicz, reducirt Fehling sche 
Losung auch nach dem Kochen mit Salzsiiure nicht. Es scheint 
bemerkenswerth, dass das Opalisin der Stutenmilch fast keinen 
bleischwiirzenden Schwefel abspaltet, wihrend das Stutencasein 
eine schwache, aber deutliche Reaction mit Natronlauge und 
Bleiessig gibt. Das Opalisin wird aus den Mutterlaugen de- 
Stutencaseins nicht in ganz reinem Zustande erhalten, sondern 
ist mit einem anderen Koérper verunreinigt, welcher ein Um- 
wandlungs- oder Spaltungsprodukt des Stutencaseins unter dem 
Kinflusse der Natronlauge darstellt. Dies ist aus folgenden Ver- 
suchen ersichtlich. Eine Portion des Caseins wurde in Natron- 
lauge gelOst, ein Ueberschuss der Letzteren zugesetzt und am 
folgenden Tage mit einer ausreichenden Menge Essigsiiure ge- 


=. 


1; Die hier angegebenen quantitativen Bestimmungen wurden yon 
Herrn A. Liszka ausgefiihrt. 
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| '  fillt. Eine andere gleiche Portion wurde in soviel 1.10 N. Natron- 
e- lauge gelést, dass die Reaction noch schwach sauer war. Zur 
pp ;  Fallung wurde aber ein Ueberschuss von Essigsiiure angewendet. 
lt ' kine dritte Portion wurde ohne Ueberschuss von Reagentien 
le © gelést und gefallt. Die auf das gleiche Volumen gebrachten Mutter- 
€] i laugen wurden in den gleichen Gliisern mit Ammoniumsulfat 
> sesiittigt. In der ersten Fliissigkeit entstand ein grésserer Nieder- 
m | schlag wie in der zweiten und der dritten, wo nur wenige 
n » — Flocken schwammen. Anfiinglich habe ich das Opalisin ében- 
rs . falls fir ein Umwandlungsprodukt des Caseins gehalten, ein 
PS ' Versuch hat mir aber gezeigt, dass es priéformirt in der Milch 
g, existirt. Das aus der Stutenmilch mit 1°/oiger Essigsiiure 
lg |  vefiillte Casein wurde rasch mit absolutem Alkohol aus- 
In gewaschen, In Soxhlet'schem Apparat mit Aether bis zur voll- 
e- _  stindigen Entfettung extrahirt und mit aller Vorsicht in einer 
1¢ | sehr verdiinnten Sodalésung gelist. Die Losung war sehr schwach 
n opalisirend. bei tropfenweisem Zusatz von 1°/oiger Essigsiiure 
n - wurde die Opalescenz stirker und beim Schiitteln) mit Luft 
re <chieden sich einzelne kleine, zarte, faserige, klebrige Fléckchen 
le aus, die den Caseinfléckchen nicht dhnlich waren, bei weiterem 


- '  Zusatze der Essigsiture schied sich das Casein aus. Es ist kaum 


le |  mioglich, dass das Casein bei den gegebenen Bedingungen ge- 
nt '  spalten werden kénnte. Ausserdem wurde die Existenz des 
nN  — Opalisins in der Stutenmilch mit Hilfe der partiellen Aussalzung, 
ii wie es weiter beschrieben ist, constatirt. 

ul j Opalisin der Kuhmilch. Die Mutterlaugen der Essig- 
* @ siurefiillung des Kuhcaseins enthalten sehr wenig Opalisin, des- 
1 ’ halb gelang es mir nicht, diesen Stoff daraus in betriachtlichen 
1 _  Mengen zu erhalten. Meine anfiinglichen Versuche sind deshalb 
mf mit Stutenmilch angestellt worden. Das aus solchen Mutter- 
'- @  laugen ausgesalzene Qpaiisin der Kuhmilch verhiilt sich sehr 
i ihnlich demjenigen der Stutenmilch. Es wird mit Hilfe sehr 
M1 : verdiinnter Essigsiiure als Begleiter des einmal gefillten Caseins 
e- = nachgewiesen. In einer vor Kurzem_ publicirten Arbeit unter- 


sichte F. Alexander?) die nach Hammarsten dargestellten 





1) «Zur Kenntniss des Caseins etc.» Diese Zeitschr.. Bd. XXV_ 5. 411. 
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Caseinpriiparate mit Hilfe der von Pick angegebenen Methode 
der partiellen Aussalzung mit Ammoniumsulfat. Es hat sic, 
dabei erwiesen, dass eine neutrale klare Losung des Casejns 


bel steigendem Zusatze der Ammoniumsulfatl6sung allmiihlic, 
zu Opalisiren beginnt. Diese Opalescenz wiichst langsam, bis 
schliesslich ein Niederschlag des Caseins erscheint. F. Alexander 
vermuthet daraus, dass das Kuhcasein kein einheitlicher Stoff 
ist und dass es mit einem albuminatiihnlichen Korper verun- 
reinigt ist. Es blieb aber noch die Frage iiber die Abstammuny 
dieses Korpers zu lésen und es ist mir gelungen, zu beweisen. 
dass er priiformirt in der Milch existirt, nicht aber, wie man 
denken kénnte, bei der Darstellung des Caseins als ein’ Um- 
wandlungsprodukt desselben entstanden ist. Das aus der Milch 
gefiillte, entfettete und in verdiinnter Sodalésung bei einer 
schwach sauren Reaction geléste Kuhecasein wurde nach dem 
von F. Alexander angegebenen Verfahren in einer Reihe vou 
Probirgliischen in den Mengen von je 2 ccm. vertheilt und mil 
je 8 cem. von Ammoniumsulfatlbsung von verschiedener Con- 
centration versetzt. In vier Gliischen bildete sich eine Opalescenz 
ohne Niederschlag. Beim = Schiitteln dieser Fliissigkeiten mil 
Luft konnte man die Entstehung kleiner faseriger FlOckchen 
beobachten, die unter der Oberfliiche schwammen; nach dem 
Zusatze von O,1 cem. gesiittigter Ammoniumsulfatlésung zu jedem 
Glischen und Schiitteln vermehrten sich diese Fléckchen, «ie 
Opalescenz verschwand aber nicht. Diese Fliissigkeiten zeigten 
demnach das charakteristische Verhalten der Opalisinlésungen. 
Ks scheint daraus zu folgern, dass das Opalisin sich in der 
Milch priiformirt befindet. Aehnliche mit der Stutenmileh an- 
gestellte Versuche fiihren zu demselben KResultate und um <0 
deutlicher, als die Stutenmilch mehr vom = Opalisin§ enthiil. 
Wenn man das einmal gefillte Kuhcasein in einer Sodalosung 
lOst, mit Essigsiiure fillt und im Ueberschusse derselben lost. 
so bleibt die Fliissigkeit opalisirend und bildet beim Schiitteln 
zarte Fléckchen des Opalisins: es befindet sich demnach_ hie! 
nur theilweise in der wahren, theilweise in einer scheinbaren 
Losung und ist in dieser Beziehung den Mucinen iéhnlich, allen 
iibrigen Eigenschaften nach steht es aber den Albuminatet 












wiher. Es wird in grossem Ueberschusse der Essigsiiure klar 
selost. Aehnlich verhélt sich das Opalisin der Stutenmilch. 

Opalisin der Frauenmilch.!) Die Frauenmilch enthalt 
hedeutende Mengen des Opalisins. Bei der partiellen Aussalzung 
des mit Essigsiiure unter Zuhilfenahme der Aussalzung gefiillten 
Caseins entstehen langfaserige, zarte Fléckchen des Opalisins. 
Ber Versetzen einer solchen Lo6sung des Caseins mit) sehr 
verdiinnter Essigsiiure entstehen sehr = diinne Hiiutchen auf 
der Oberflache der Fliissigkeit, welche beim Sehiitteln sich 
misammenballen und lange klebrige Fasern bilden. Man kann 
ziemlich grosse Mengen von solchem faserigen Opalisin auf dem 
Filter sammeln, ohne dass man das bei dem grésseren Zusatze 
der Siure sich ausscheidende Casein mitbekommt. Dieses 
Qpalisin erweist sich als mit dem = friiher von = mir unter- 
suchten Koérper?) identisch. 

Schlussfolgerungen. Aus dem Beschriebenen ist  er- 
<ichtlich, dass den bis jetzt bekannten Proteinstoffen der Milch, 
dem Albumin, Globulin und Casein, noch ein vierter, das 
Qpalisin, beizufiigen ist, welches in der Frauenmilech in einer 
reichlichen Menge, in der Stutenmilch in kleinerer und in der 
Kulimilch in einer sehr kleinen Menge vorhanden ist. Dies 
bildet einen weiteren wichtigen Unterschied zwischen der Frauen- 
und Kuhmilch. Das Opalisin ist diejenige Substanz, welche die 
Filling des Frauencaseins in so hohem Grade erschwert. Die 
Stutenmilch steht in dieser wie auch in’ manchen anderen 
beziehungen in der Mitte zwischen der Kuh- und Frauenmilch. 


!) Es ist mir eine angenehme Pflicht. auch an dieser Stelle Herrn 
rofessor Jakubowski, Direktor der hiesigen padiatrischen Klinik, fiir 


T) 


lie Lieferung der zu diesen Untersuchungen noéthigen Frauenmilch zu 


danken. 


2) l. @. 








Beitrage zur Kenntniss der Gallenfarbstoffe. 
Von 
William Kiister. 


Mit einer Abbildung. 


Aus dem physiologisch-chemischen Institut zu Tiibingen.) 


(Der Redaction zugegangen am 12. October 1898.) 


Vor Jahresfrist etwa habe ich in den «Berichten» eine 
Arbeit mitgetheilt,’) in welcher gezeigt wurde, dass ein aus 
Gallensteinen vom Rinde gewonnener Farbstoff in eisessigsaure: 
Losung durch dichromsaures Natrium eine mit Oxydation ver- 
bundene Spaltung erleidet. Aus den bei diesem Processe ent- 
stehenden Produkten konnte eine itherl6sliche Siure_ isolirt 
werden, fiir welche die empirische Formel C,H,NO, ermittelt 
und welche als Biliverdinsiiure bezeichnet wurde. 

Diese Versuche waren mit der geringen mir zu Gebote 
stehenden Menge von 36 gr. Farbstoff ausgefiihrt worden, auch 
hatte ich aus Mangel an Material auf eine Reindarstellung von 
Bilirubin verzichten miissen. 

Und doch erschien es nothwendig, von letzterem = auszu- 
gehen, um sicher zu sein, dass die erhaltenen Produkte zu 
diesem Gallenfarbstoffe in Beziehung stehen. Denn einmal is! 
das Bilirubin der einzige unter den Gallenfarbstoffen, welcher 
bis jetzt in krystallisirter Form erhalten werden konnte, be! 
dem man also die Garantie hat, dass ein chemisches Indivi- 
duum vorliegt. Ferner ist das Bilirubin isomer dem Hiimato- 
porphyrin — beiden wird die empirische Zusammensetzuny 
C,,H,,.N.O, zugeschrieben. Das Hiimatoporphyrin entsteht aber 
aus dem Hiimatin durch Einwirkung von Eisessig und Brom- 


1) Ber. d. d. chem. Ges. XXX. 1831. 
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wasserstoff,!) das Bilirubin soll sich aus dem Hiimatin durch 
die Thiitigkeit lebender Zellen bilden. 

Es war nun nicht unwahrscheinlich, durch Spaltungs- 
produkte , welche unter moglichst gleichen Bedingungen aus 
}eiden Farbstoffen entstehen, einen Einblick in die Art’ threr 
Jsomerie und damit auch in einen Process zu erhalten, welcher 
-ich im lebenden Organismus abspielt. Besonders hierfiir ge- 
eignet erschien die erwiihnte Biliverdinsiture; von ihr war 
anzunehmen, dass sie zu den von mir aus dem Hiimatin bezw. 
Hiimatoporphyrin dargestellten Hamatinsauren?) in bBeziehung 
stehe. 

Meine Aufgabe bestand also zuniichst darin,  reines 
Bilirubin und gréssere Mengen von Biliverdinsiiure herzu- 


stellen. 
Das Material zu den vorliegenden Untersuchungen — farb- 
stoffhaltige Gallensteine vom Rinde — erhielt ich etwa_ im 


Laufe eines Jahres und zwar wiederum meist aus den Schlacht- 
liiusern des westlichen Deutschlands (Kiel, Bremen, Koln, 
Diisseldorf, Frankfurt a. M., Strassburg, Esslingen, ausserdem 
aus Miinchen). In der That scheinen im 6stlichen Deutschland 
Gallensteine beim Rinde seltener zu sein, wenigstens waren 
in Konigsberg i. Pr. alle Bemiihungen, solche zu erhalten, ver- 


gebens, 


Darstellung von krystallisirtem Bilirubin. 


Zur Darstellung reinen Bilirubins wurde von 211 gr. bei 
100° getrockneten, dann fein gepulverten und gesiebten Gallen- 
sleinen ausgegangen. Diese wurden in kleinen Portionen im 
Wesentlichen nach den Vorschriften von Stideler’) und 
Maly4) verarbeitet, d. h zuniichst einen Tag lang mit Aether 
extrahirt, dann 3—4 Tage lang mit immer neuen Mengen 


1) Archiv f. exp. Pathol. u. Pharmak. XXIV. 432. Wiener Monats- 
hefte 10. 569. 

2) Ber. d. d. chem. Ges. 29. 821, 30. 105. 
3) Ann. 132. 323. 
4) Sitz.-Ber. d. K. Ak. d. W. in Wien, 57. 96. Ann. 175. 78. 
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destillirten W assers ausgekocht, bis dasselbe nur noch schwach 


gefarbt ablief, darauf mit verdiinnter Salzsiiure ausgelaugt. 
bis Ammonak und Ammoniumearbonat keine Triibung jy) 
Filtrate mehr gaben, hierauf  salzsiiurefrei gewaschen und 
schliesslich wieder getrocknet. Das Gewicht betrug jetzt noc, 
150 gr., OL gr. waren also gelbst worden, d. h. 28,11 ° 

wihrend Maly bei der Analyse eines Gallensteines diesen An- 
thell = 24,78 0 fand.?) 

Nun wurde, einem Rathe Stiidelers?) folgend, wiederum 
een Tag mit Aether extrahirt, wodurch ausser geringen 
Mengen von Bilirubin, welche wiedergewonnen werden kOnnen., 
viel fettige Substanz in Lésung geht. Es folgte jetzt die Ex- 
traction mit Chloroform, welche 7 Tage lang fortgesetzt wurde 
mit der Vorsichtsmassregel, dass dabei der Zutritt des Sonnen- 
lichts moglichst ausgeschlossen war: so befand sich namentlich 
der Soxhlet sche Extractionsapparat in einer Metallkapsel. 
Grelost wurden hierdurch 52.5 gr., ungelést blieben 93 gr. Diese 
letzteren enthalten, wenn die Angaben Stiidelers, der mit 
menschlichen Gallensteinen arbeitete, auch auf solche vom 
Kinde bezug haben sollten, Biliprasin, Bilihumin und Reste 
von bilirubin. Um die letzteren zu gewinnen, wurde daher 
nach den Angaben jenes Forschers mit Alkohol  extrahirt, 
welcher in der That Farbstoff (Biliprasin?) herausnahm, und 
nun wieder die Extraction mit Chloroform fortgesetzt. Hierbe 
ging aber nur iiusserst wenig Bilirubin mehr in Lésung. 

Kine Untersuchung des nach dem Abdestilliren des Al- 
kohols erhaltenen Riickstands sowie der andern gleich zu er- 
wihnenden bedeutenden Abfille steht noch aus. 

Die 52,5 gr. Farbstoff (Praéparat A), welche sich in Chloro- 
form gelést) hatten, repriisentiren 24,9 ° 0 der verwendeten 
Gallensteine. Auf jihnliche Weise wurden aus 549 gr. Rol 
material 77.5 gr. unreines Bilirubin, d. h. nur etwa 14° 0 er- 


!, Hierbei wurde immer eine Entwickelung von Schwefelwasser- 
stoff wahrgenommen. 
2) Ann. 175. 80. 


ie. S87. 





Ann. 











halten, wovon 54 gr. als bessere Qualitiit gesondert werden 
konnten (Praparat B)!). 

Priiparat A wurde nun nach Stidelers Vorschrift mit 
absolutem Alkohol extrahirt um Bilifuscin zu entfernen, welches 
sich mit dem Bilirubin gelést haben soll. In der That nahm 
der Alkohol eine geringe Menge eines Farbstoffes auf, der, wie 
Stiideler angiebt, bei miissiger Hitze schmilzt: bei 100° z. B. 
zerfloss er zu einer blasigen Masse. 

Ks blieben, scharf getrocknet, 46 gr. zuriick, welche aber, 
<‘hon nach dem Aussehen zu urtheilen, kein reines Bilirubin 
yvorstellen konnten. Nun wird eine Reinigung dieses Produkts 
durch Aufnahme in Chloroform und Fiillen mit absolutem Al- 
kohol empfohlen. Nach dieser Methode habe ich aber kein 
brauchbares Resultat erhalten, denn mir lieferte dieselbe einen 
amorphen Farbstoff von wenig schoner Farbe. Ferner sind die 
Mengen des Losungs- und Fillungsmittels im Verhiiltniss zum 
Farbstoff so enorme, dass sich wohl niemand gerne an diese 
Arbeit wagen wird, sobald es sich nur um die Gewinnung 
weniger Gramme Bilirubin handelt. Sind doch, wie schon 
Thudichum angiebt,?) fast 600 Theile Chloroform noéthig, um 
einen Theil Bilirubin zu losen und etwa die zwei- bis dreifache 
Menge absoluten Alkohols, um wieder eine Fiillung zu be- 
wirken.?) 

Ich habe daher eine ganze Reihe von Loésungsmitteln 
daraufhin untersucht, ob sie ein Umkrystallisiren des Bilirubins 
ermoglichen; zunachst ohne Erfolg. Glycerin z. B. lost garnicht,4) 
Pyridin und Pinen nur wenig. Dagegen erwies sich Dimethyl- 
wnilin als recht geeignet: es vermag in der Hitze_ reichlich 
bilirubin zu lésen und beim Erkalten scheidet sich ein Theil 
desselben in Form hiibscher Krystalle wieder ab. Doch war 
zunachst nur Priparat B fir diese Umkrystallisation geeignet : 


aus 1 gr. desselben wurden z. b. 0,4 gr. Bilirubinkrystalle er- 


1) Maly fand bei seinen Analysen 28, 30 und 45° o Roh-Bilirubin. 

2) J. f. pr. Ch. 104. 200. 

3) Nach meinen Erfahrungen gelingt diese Faillung noch am besten 
n der Wirme. 

4) Maly, 1. c. 98, findet Bilirubin in Glycerin etwas léslich. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, XXVI. 21 



















~ 


halten, wiihrend 5 gr. des Priiparats A nur 0,7 gr. Krystalle 
gaben. Letzteres wurde deshalb von Neuem mit Chloroforn 
extrahirt, wobei abermals 27 gr. zuriickblieben, wahrend sic}, 
nur 13 gr. gelést hatten. Diese wurden nun ebenfalls mit gute; 
Ausbeute an krystallisirtem Material der Behandlung mit Dime- 


Bilirubin aus Dimethylanilin umkrystallisirt 
bei 500facher Vergrésserung. 


thylanilin unterworfen. Zuerst wurde allerdings ein Bilirubin 
erhalten, welches bei der Analyse zu hohe Werthe fiir den 
Stickstoff gab (Priiparat I). 

Tragt man aber das zu reinigende bilirubin in Portionen 
von ca. 6 gr. in 100 gr. gelinde siedendes Dimethylanilin ganz 
allmahlich ein und filtrirt dann durch ein gewoOhnliches Papier- 
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filter vom Ungelésten ab. so setzen sich aus dem Filtrate noch 
wiihrend des Filtrirens deutlich krystallinische Massen ab. Nach 
{2 Stunden etwa wird das Ausgeschiedene abgesaugt und mil 
absolutem Alkohol véllig ausgewaschen. Es erwies sich unter 
dem Mikroskope als durchweg krystallisirt: und zwar bestehen 
die Krystalle zumeist aus breiten, an beiden Enden schief ab- 
ceschnittenen Siiulen, doch kommen auch keulenférmige, sehr 
charakteristsche Formen vor, welche einen fast  elliptischen 
Querschnitt zeigen, wie mir Herr Privatdocent Dr. Schmid 
mittheilte, dem ich auch fiir die angefiigte, bei 500facher Ver- 
grosserung ausgefiihrte Zeichnung zu grossem Danke ver- 
pflichtet bin. 

In der Form unterscheiden sich namentlich die letzteren 
wesentlich von den Bilirubinkrystallen, welche Thudichum?) 
erhalten hat. Was die Farbe betrifft, so kann ich bestiitigen, 
dass noch unreines, amorphes Bilirubin lebhafter roth aussieht, 
als das krystallisirte. Meine Priiparate zeigten eine priachtige 
braunrothe Farbe. 


Was die Ausbeute betrifft, so erhielt ich: 

1. Aus 18 gr. Rohprodukt, verarbeitet in 3 Portionen, 4 gr. Bili- 
rubinkrystalle (Praparat II). 

Aus 10 gr. Rohprodukt, verarbeitet in 2 Portionen, 3,3 gr. Bili- 
rubinkrystalle2) (Priparat III). 


bho 


Bei der Analyse des krystallisirten Bilirubins erhielt ich 
lolgende Werthe: 
1. 0,1707 gr. von Praparat I, bei 100° getrocknet, gaben 0,410 gr. 
CO, und 0,1080 gr. H,O. 
2. 0,1913 gr. von Praparat I, bei 100° getrocknet, gaben 0,4699 gr. 
CO, und 0,1185 gr. H,O. 


1) J. f. pr. Chem, 104, 199. 

2) Hierbei blieben ungelist zuriick: ca. 5 gr., im Dimethylanilin 
blieben gelést: 1,8 gr.; von letzterem wurden durch Fallen mit Alkohol 
0.3 gr., durch Fallen mit Salzsiure 1,5 gr. erhalten. 

Die Untersuchung dieser Farbstoffe. in welchen vielleicht Um- 
wandlungsprodukte des Bilirubins vorliegen, die sich durch die Ein- 
wirkung des Dimethylanilins oder durch die hohe Temperatur (190°) 
gebildet haben kénnen, steht noch aus. 

21* 
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3. 0.1513 gr. von Praparat I, bei 100° getrocknet, gaben 15 ccm. NX 
bei 745 mm. B und 13°. 


me 


. 0,204) gr. von Priiparat I, bei 100° getrocknet, gaben 19.8 com 
N bei 739,5 mm. B und 10°. 

5. 0.1755 gr. von Priiparat II, bei 110° getrocknet, gaben 0,4341 gr. 
CO, und 0,1070 gr. H,O, im Schiffchen blieben 0,0002 gr. Asche 

6. O,1800 gr. von Priaparat III, bei 115° getrocknet, gaben 0.4435 er. 

CO, und 01036 gr. H,O. 

0.1870 gr. von Praparat I], bei 110° getrocknet, gaben 17,5 ccm. 

N bei 726 mm. B und 20°, 

8. 0.2084 gr. von Priaparat III, bei 115° getrocknet, gaben 19 cem. 

N bei 729,6 mm. B und 17,5°. 


J 


Berechnet fiir: Gefunden: 
C eH NO; Praparat 1. If. Ill. 
CG 67,13 °/o 66,94 66,99 °/o 67,45 °/o 67.19 “/o 
H 6.29% 7,03 6,88 %o 6,77 %o 6,46 0 
N 9,79 %/o 11,48 11,35 %/o 10,21 % 10,12 ° 


Priparat II enthielt 0,114 °/o Asche. 

Priparat Il war aschefrei. 

Priiparat | war nicht vollstiindig, II und IIT dagegen vollig 
loslich in Chloroform, mit letzterem wurde eine quantitative 
Bestimmung der Loéslichkeit ausgefiihrt. Es ergab sich, dass 
6,86 gr. Chloroform 0,0121 gr. Bilirubin in Lésung hielten, oder: 
D67 Theile Chloroform lésen 1 Theil Bilirubin. 2) 

Um auch die Loéslichkeit des Bilirubins in Dimethylanilin 
wenigstens anniihernd zu bestimmen, wurde ein Ueberschuss 
des Farbstoffs mit dem genannten Lésungsmittel 5 Minuten 
lang im Sieden erhalten, dann in ein gewogenes K6lbchen 
filtrirt und das Gesammtgewicht der Lésung nach dem Erkalten 
bestimmt (6.0324 gr.). Nach 12 Stunden wurde durch ein 
gewogenes Filter abgegossen, mit Alkohol nachgespiilt und vollig 
damit) ausgewaschen. 

lin Filter fanden sich: 0.0948 gr. Farbstoff 

Im Kélbehen blieben noch zuriick: 0.0053» > 


Beim Erkalten waren also ausgefallen: O,1001 gr. Farbstoff. 
| 


Durch den Alkoholzusatz wurde ferner der Theil des Farh- 
stoffs geffillt, welcher bei Zimmertemperatur im Dimethylanilin 


1) Thudichum fand 586 Theile. J. f. pr. Ch. 104. 200. 





mM, 


I), 





seldst geblieben war, die Menge desselben wurde durch Filtration 
durch ein gewogenes Filter bestimmt, sie betrug 0,0522 gr. 

Weitere Mengen von Farbstoff fanden sich nicht mehr 
vor, wenigstens wurde nach Vertreibung des Alkohols durch 
Zusatz von Essigsaéure nichts mehr ausgefiillt. 

Also hatten sich im ganzen 0,1523 gr. Bilirubin in 5,88 gr. 
Dimethylanilin bei Siedehitze gelést oder: 

112.6 Theile Dimethylanilin lésen bei Zimmertemperatur 1 Theil Bilirubin 
30,9 » > > »  Siedetemperatur 1 » » 
oder 100 gr. Dimethylanilin lésen 0,89 resp. 2,6 gr. Bilirubin. 

Da nun die Léslichkeit des Bilirubins namentlich beim 
siedepunkte nicht unbedeutend war, wurde auch versucht, mit 
Hilfe des Beckmann’schen Apparates das Molekulargewicht des 
bilirubins zu bestimmen, was bisher nur mit unsicheren 
Resultaten ausgeftihrt worden war.?) 

Leider gelang es auch mir nicht, brauchbare Werte 
zu erhalten; der Farbstoff loste sich scheinbar zu langsam 
und es erfolgte keine deutliche Einstellung auf eine bestimmte 
Temperatur. 


Darstellung von Biliverdin aus krystallisirtem Bilirubin. 


Maly?) giebt zur Ueberfithrung von Bilirubin C,,H,.N,O, 
in Biliverdin G,,.H,,N,O, zwei Methoden an, welche sich praktisch 
verwerthen lassen sollen. Die eine besteht in der Oxydation des 
in alkalischer L6sung befindlichen Bilirubins durch den Sauer- 
stoff der Luft, bei der zweiten wird ebenfalls zur alkalischen 
Losung Bleisuperoxyd gesetzt, bis eine Probe mit Sauren eine 
rein griine Fallung gibt. 

Nach letzterer Methode habe ich zuniichst zu arbeiten ver- 
sucht. 5 gr. Bilirubin, von den Priaparaten II und III herriihrend, 
wurden mit 500 cem. einer 0,4°/oigen reinen Natronlauge in der 
Kilte digerirt, bis sich alles gelést hatte, dann wurde ein Ueber- 
schuss von Bleisuperoxvd hinzugegeben. Die prichtige dunkel- 
orangerote Farbe der Fliissigkeit ging beim Schwenken_ bald 


1) Nencki, Wiener Monatshefte. 10. 569. 
2) Sitz-Ber. d. K. Ak. d. W. zu Wien. 57. 104. Ann. 175. 82. 
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in ein sattes Griin tber. Unter haufigem Umschiitteln liess ich, 
die Einwirkung etwa 36 Stunden dauern, dann wurde vom 
liberschiissigen Bleisuperoxyd abfiltrirt, das Filtrat durch Essig- 
saure gefallt, der Niederschlag (Biliverdinblei?) abgesaugt und 
bis zum Aufhéren der Bleireaction ausgewaschen. Jetzt wurde 
er In 95°%/oigem Alhohol heiss gelést und diese Lésung mit 
| ccm. 20°/oiger Schwefelsiiure versetzt: nach einigem Stehen 
wurde dann die heisse Lésung durch ein gehirtetes Filter ab- 
filtrirt und das erkaltete Filtrat in etwa das dreifache Volumen 
Wasser eingegossen. Am _ niichsten Tage konnte der Nieder- 
schlag abgesaugt werden, er wurde dann so lange gewaschen, 
bis er sich schwefelsiiurefrel erwies, erst an der Luft und dann 
im Vacuum getrocknet. 

Erhalten wurde aus 5 gr. krystallisirtem Bilirubin 4,1 gr. 
des griinen Farbstoffs, bei einem weiteren Versuche aus 4 gr. 
5.2 gr. 

Die Ausbeuten waren also nicht quantitativ. 
Die Analysen ergaben das folgende Resultat: 
1) 0.1834 gr. Substanz, bei 100° getrocknet, lieferten 0,4409 gr. CQ, 
und 0,1035 gr. H,O. 
2) 0,2703 gr. Substanz gaben 23 ccm. Stickstoff bei 738 mm. B. und 20”. 
Die Substanz war aschefrei. 


Berechnet fiir: Gefunden: Berechnet fiir: 
C,H, NO, (C,¢H,.N,O4),0 
CG 63,58 Jo 639,57 °/o 6),31 °/o 
H 5.96 6.27 » 6.13 
N Y 26 945 » Q 52 


Ks war also kein Biliverdin entstanden, die Sauerstofl- 
aufnahme war vielmehr nur halb so gross, als berechnet war, 
vielleicht hatten 2 Molekiile Bilirubin 1 Atom Sauerstoff aul- 
genommen. 

Nun wurden 2 gr. des analysirten griinen Farbstoffs von 
neuem in Alkali gelést und mit Bleisuperoxyd behandelt. Die 
vriine Lésung nahm jetzt. einen braungelben Ton an, auf Zusatz 
von Essigsiiure fiel der Farbstoff nicht vollstéindig aus, vielmehr 
blieb die iiber dem Niederschlage stehende Fliissigkeit stark 
gefiirbt; auch in dem wiisserigen Alkohol ist der enstandene 
Kérper etwas léslich. 
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‘hy Bei der Analyse des wie angegeben isolirten und = ge- 
1) reinigten Farbstoffs gaben 0.1731 gr., bei 100° getrocknet, 
J. 0.3970 gr. CO, und 0,0920 gr. H,0. 
(| Jerechnet fiir Biliverdin: Gefunden: 
le C gH, .N.O, 
’ C 63,58 %Jo 62,55 Jo 
H D.96 5.90 
es N 9.26 ee 
mn Jetzt war also die Oxydation tiber das Biliverdin hinaus- 
7 vegangen., 
A Aus Maly’s Angaben ist nicht zu ersehen, ob das von ihm 
Cn analysirte Praparat durch den Sauerstoff der Luft oder durch 
7 bleisuperoxvd erhalten war: ich vermuthe, dass die erstere 
| Methode befolgt wurde. Nach meinem Befunde scheint Blei- 
‘i -uperoxyd nicht gerade nur zum Biliverdin zu oxydiren, was 
‘ bei der leichten Oxydirbarkeit des Gallenfarbstoffs nicht Wunder 
nehmen kann. Ich gedenke aber auch die andere Methode zu 
priifen, um zu erfahren, ob das Bilirubinmolekiil hierbei gerade 
nur ein Sauerstoffatom aufnimmt, oder ob doch vielleicht auch 
cine Hydrolyse eintritt, wie Stideler vermuthet. ?) 
Oxydation des aus reinem Bilirubin erhaltenen griinen Farbstoffs 
mit dichromsaurem Natrium. 
Weitere Versuche zur Darstellung von Biliverdin wurden 
cinstweilen unterlassen, da sich ja der erhaltene Farbstoff von 
reinem Bilirubin ableitete und sich ferner in Eiessig vollig loste, 
wlso fiir die beabsichtigte weitere Oxydation geeignet war. 
f ) gr. des griinen Farbstoffs wurden in 120 cem. Ejiessig 
: gelost und im Laufe eines Tages die wiisserige Lésung von 
: 4.9 gr.?) Natriumbichromat eingetragen, welche Menge, auf das 

Molekiil Biliverdin C,,H,.N,O, bezogen, 6 Atomen Sauerstoff 
‘ ‘leichkommt. Hierbei wurde 10 Stunden lang auf stark siedendem 
; Wasserbade erhitzt, da es von friiher her bekannt war, dass 
. erst unter dieser Bedingung alle Chromsiiure verbraucht wird. 
. Die sich bei dieser Oxydation entwickelnde Kohlensiiure wurde 
v t) Ann. 132. 336. 


2) Das Natriumbichromat war 92,3°%oig. 
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durch einen Rickflusskihler in eine concentrirte Lésung you 
Chlorbaryum in wiissrigem Ammoniak!) geleitet, wihrend durch 
den Apparat ein langsamer Luftstrom gesaugt wurde, der durch 
Natronkalk von Kohlensiiure befreit war. 


Nach der angegebenen Zeit war die Chromsiiure in der 
That verbraucht, wie eine herausgenommene Probe lehrte, 
Das gebildete Baryumcarbonat wurde jetzt rasch filtrirt, vollig 
ausgewaschen, in N.-Salzsiiure gel6st und mit N.-Natronlauge 
zuriicktitrirt. 

Verbraucht wurden 32,5 ccm. N.-HCl = 0,715 gr. CO, 

QO,195 gr. C, d. h., da die 5 gr. Farbstoff 3,18 gr. Kohlen- 
stolf enthalten, etwa 4/16 des Kohlenstoffs. Also war 1 Atom 
C zu Kohlensiiure oxydirt worden. — Nun wurde der Eisessig, 
welcher zur Losung gedient hatte, im Vacuum modglichst  voll- 
stiindig abdestillirt, der Riickstand mit heissem Wasser auf- 
genommen und der Rest der freien Essigsiure auf dem Wasser- 
bade vertrieben. Nachdem dann von einem betrichtlichen 
Riickstande (1,8 gr.)?) abfiltrirt worden war, wurde die be- 
rechnete Menge 20°/oiger Schwefelsiure zagefiigt und die so 
frei gewordene Essigsiiure abermals auf dem Wasserbade ver- 
jJagt. Auch hierbei tritt eine geringe harzartige Abscheidung 
auf (O,6 gr.) 

Die so erhaltene Lésung wurde erschopfend ausgeathert: 
nach dem Abdestilliren des Aethers hinterblieben ca. 1,2 gr. 
Rohsiiure, welche durch Lésen in Natriumcarbonat, Ausschitteln 
der alkalischen Lésung mit Aether,?) Wiederansaiuern, aber- 
malige Aufnahme in Aether gereinigt wurde. 

Der Aether hinterliess jetzt einen Riickstand, welcher in 
Wasser vollstaéndig léslich war und aus dieser Lésung im 
Vacuum nach 3 Wochen in rosettenformig angeordneten Nadeln 
krystallisirte. In die kalte wiisserige Lésung derselben wurde 
nun Calciumearbonat eingetragen, welches unter lebhafter 
Kohlensiureentwicklung zersetzt wurde. Beim Erhitzen der 


1) c. f. Erlenmeyer, Sigel-Belli. Ann. 180. 221. Tollens. Ann. 206, 260. 
2) Dieser Niederschlag muss sehr sorgfiltig ausgewaschen werden. 
3) Hierdurch wurden nur ganz geringe Mengen einer organischen 
Substanz herausgenommen. 
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abfiltrirten Losung der Kalksalze entstand ein Niederschlag, der 
nach dem Trocknen bei 100° 0.2234 gr. wog und bei der 
Analyse 0,0621 gr. CaO gab — 19,89°%/o Ca. Das ganze Ver- 
halten des Calciumsalzes und auch der Calciumgehalt stimmten 
sonach Uberein mit den Eigenschaften des Salzes, welches sich 
von dem bei der Oxydation des Hamatins entstehenden Korpers 
CHO. ableitet. 

Aus dem lodslich bleibenden Calciumsalz wurden Q,7 gr. 
Siiure regenerirt, die anfinglich einen Syrup. bildete, aber 
fast sofort nach dem Impfen mit einem Krystall der «Biliverdin- 
siiure» krystallisirte. Hiernach ist der Schluss wohl gestattet, 
dass die genannte Séure auch als ein Spaltungsprodukt des 
reinen bilirubins anzusehen ist, das allerdings nicht in be- 
trachtlicher Menge entsteht. 

Die erschdpfend ausgeatherte Fliissigkeit muss nach der 
(uantitat der erhaltenen Spaltungsprodukte noch weitere Mengen 
von solchen enthalten, doch konnten sie bisher nicht gefasst 
werden, mit Ausnahme eines anorganischen, nimlich des Am- 
moniaks. 

Der Nachweis, dass sich Ammoniak bei der geschilderten 
Spaltung des Gallenfarbstoffs bildet, ist schon friiher erbracht 
worden; die Resultate sind aber noch nicht ver6ffentlicht, ich 
will sie jetzt nachtragen und hier einschalten. 

Die von der biliverdinséure durch Ausithern  befreite 
Fliissigkeit wurde durch Natronlauge schwach alkalisch gemacht, 
das ausgefallene Chromhydroxyd abfiltrirt und aus dem Filtrate 
die fliichtigen Basen durch Wasserdampf iibergetrieben. Das 
Destillat, welches stark alkalisch reagirte, wurde in verdiinnter 
Salzsaure aufgefangen, dann auf dem Wasserbade eingedamplt, 
das salzsaure Salz in wenig Wasser gelést und durch Platin- 
chlorid gefallt, das ausgefallene Platindoppelsalz wurde der 
Analyse unterworfen: 

Q0,1777 gr. desselben hinterliessen nach dem Gliihen 
0.0786 gr. Pt, woraus sich ein Gehalt von 44,23°/o Pt ergibt. 
Fiir Platinsalmiak berechnet sich: 43,93° 0 Pt. 

Es kann also nur Ammoniak iibergegangen sein. 
Bei dem neuen Versuche mit 5 gr. aus reinem Bilirubin 








hergestelltem Farbstoffe wurde nun auch die Quantitit des er- 
haltenen Ammoniaks moglichst genau bestimmt. Erhalten wurden 
0,4 gr. Salmiak entsprechend 0,105 gr. Stickstoff. Da 5 gr. 
Biliverdin 0,463 gr. Stickstoff enthalten, ist also etwa ‘/4 des 
Stickstoffs als Ammoniak abgespalten worden. 
Aus 5 gr. Gallenfarbstoff waren also erhalten worden: 
1.2 gr. atherlésliche Koérper. 
1,8 yi wasserunlisliche Oxydationsprodukte, die sich in 
0.6 Alkalien auflésen. 
0.715 gr. Kohlensiiure. 
0.127 gr. Ammoniak. 


Ueber die Biliverdinsaure. 


Um die in der ersten Mittheilung!) bereits beschriebene 
Biliverdinsiiure genauer charakterisiren zu kOnnen, bedurfte ich 
grosserer Mengen von Gallenfarbstoff, doch war es nicht noth- 
wendig, von dem nur auf so umstiindlichem, mit grossen Ver- 
lusten verbundenem Wege darstellbaren Bilirubin auszugehen. 
da ja das rohere Material dieselbe Siiure in gleicher Ausbeute 
ergeben hatte. Ja es sind auch die Theile der Gallensteine. 
welche nach der Extraction des Bilirubins mittelst Chloroform 
verbleiben, durchaus fiir die Gewinnung der Biliverdinsiiure 
seelonet. 

Aus 549 gr. getrockneter Gallensteine hatte ich, wie er- 
wiihnt, 77,5 gr. unreines Bilirubin extrahirt: der Riickstand 
gab nach siebentiigiger Erschépfung durch Chloroform so gut 
wie nichts mehr an dieses ab, enthielt aber noch reichlichen 
Farbstoff. Um diesen zu gewinnen, wurde die Masse mit ver- 
diinnter Natronlauge, der etwas Alkohol zugesetzt war,?) er- 
schépfend ausgezogen, in der Weise, dass man nach lingerem 
Digeriren in der Wiirme einige Zeit stehen liess, 
geloste sich moglichst abgesetzt hatte, worauf die mit Farl- 
stoff gesiittigte alkalische Lésung abgehebert, der Riickstand aber 
von neuem mit schwach alkoholischer Natronlauge behande!! 


bis das Un- 


1) Ber. 30, 1831. 
*) ef. Thudichum, J. f. pr. Ch., 104, 197. 
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wurde. Dieses Verfahren ist dem Filtriren vorzuziehen, weil 


die unldslich gebliebenen Theile die Filterporen sehr leicht 
verstopfen. 

Die alkalische Losung blieb in flachen Schalen einige Tage 
unter hiaufigem Umriihren stehen, bis die anfangs gelbbraune 
Fliissigkeit eine griine Farbe angenommen hatte: dann wurde 
(iltrirt und aus dem Filtrate der Farbstoff durch Salzsiiure getiillt. 
Der grdsste Theil desselben fillt hierbei aus und kann abfiltrit 
werden, ein kleiner Theil aber lést sich, wahrscheinlich in 
der _Kochsalzl6sung, auf, wie aus der braungriinen Farbe des 
Filtrats ersichtlich ist. Der ausgefallene Antheil wurde nun 
nochmals durch schwache Lauge vom Filter gelOst, wobei nur 
geringe Mengen eines rothbraunen Farbstoffes zuriickblieben, 
dann wieder gefillt, abgesaugt und nun chlorfrei gewaschen. 
Das Waschwasser liiuft zuerst stark gefiirbt ab, wird aber zum 
Schluss farblos. Wie gesagt, der Farbstoff ist wohl etwas in 
Kochsalz léslich, und auch in 95°/oigem Alkohol lost er sich 
in betrachtlicher Menge. Der sehr voluminése Niederschlag 
wurde nun zuniichst an der Luft, zum Schluss bei 100° ge- 
trocknet, dann nochmals mit Wasser gewaschen, wieder ge- 
trocknet, endlich mit Aether extrahirt. Erhalten wurden zwei 
Praparate, deren Gesammtgewicht 136 gr. betrug: das sind also 
fast 25°/o der getrockneten Gallensteine. 


Bei der Analyse wurden folgende Werthe erhalten: 
|. O.1919 gr. des ersten Praparates gaben 0,4312 gr CO, und 0,1125 gr. 
HO, im Schiffchen blieben 0,003 gr. Asche; 
2. 0.2917 gr. desselben gaben 26 cem. N bei 722.5 mm. B. und 16°; 
5. 0.2050 gr. des zweiten Priparates gaben 0.4606 gr. CO, und 0,1185 gr. 
H,O, im Schiffchen blieben 0,0029 gr. Asche; 
i. 0.3675 gr. desselben gaben 30 ccm. N bei 731 mm. B. und 16°. 


Hieraus ergiebt sich auf aschefreie Substanz bezogen: 


Berechnet fiir 
4C,,H,.N,0,+3 0+4+-2H,O 


1. 2. 3. t, = (C,,H,,N,O,, 
C 62,25 %o —  6219% — 62.54 
H 651 , 642% — 6,19 
N in 10.02% — 9.28 9.12 


Asche 1.56 °/o — 1.415° 
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Dieser Farbstoff, der jedentalls ein Gemisch verschiedeney 
Individuen darstellt, kénnte in seiner Gesammtheit so aus dem 
Bilirubin entstanden gedacht werden, dass 4 Molekiile desselben 
3 Atome Sauerstoff und 2 Molekdile Wasser aufgenommen haben : 
fiir eine solche Combination berechnen sich die oben angefiihrten 


Zahlen, welche leidlich mit den gefundenen Werthen harmoniren. 

Auch dieser Farbstoff wurde nun in kleineren Portionen. 
meist a 5 gr., der Oxydation mit Natriumdichromat in essig- 
saurer LOsung unterworfen, neben den dtherléslichen Produkten 
und den sich unloslich abscheidenden wurde auch hier gelegent- 
lich die Menge der gebildeten Kohlensaiure und die des Am- 
moniaks!) bestimmt; leider liisst die Uebereinstimmung der 
Resultate in Bezug auf letztere K6rper sehr zu wiinschen 
brig. Auch die Menge der unldslichen Kérper schwankt be- 
stiindig, wihrend von den iitherléslichen Produkten fast regel- 











miissig 20°/o vom Ausgangsmaterial erhalten wurde. 
2 In Wasser und Sauren Cin Theilen N in Ti 
Verwendeter Aether- cdl ‘ : ic 
léslicl unlésliche, in Alkalien CO des im ~ NEC des in 
alle Osliche F er, ’ gr. I ‘ Si 
Gallen — lisliche Produkte Bree Farbstoff , Farbst? 
farbstoff Produkte ' 
A B vorhandenen vorhan tro 
1. D gr 1 gr. . ceringe 
© _ 10,5 st O3 1 
2. 20 a1 3.7 or. Menge 
3. 26 gr 5 gr. 7.8 2 1.8 gr. 
ceringse Aus 5 eT, 
f 92 , —* Se D 5 ete es Lc i , 
4. 23 gr. ca. 55 gr. 12.5 Menge — 0.5566 gr. (0, (40 1 gr. 
, Wo — f ¢ geringe — Aus 5 gr. 
5. 20 | Ca. o£ 2 ' 
, ' Menge — 0,902 gr. (0, - 
6 2 er. t gr, 0,8 Aus 9 gr. ‘25 


048 or. (0, 


1) Dass die fliichtige Basis, welche sich bei der Spaltung dieses 
Farbstoffs bildet, auch nur Ammoniak ist, beweisen folgende Analysen 
der aus dem salzsauren Salze erhaltenen Platinchloriddoppelverbinduns 
Die Lésung der Chloride wurde fractionirt gefallt. 

1) 0.2080 gr. der ersten Fraction hinterliessen 0,0917 gr. Platin. 


2) 0.4202 » » zweiten > > 0.1845 >» > 
Berechnet fiir Gefunden: 
Platinsalmiak: | 2. 


Pt: 43.9 ° 0 44.09% = 43,93 % 































































Des Weiteren wurde auf fliichtige, etwa reducirend wir- 


. kende Koérper untersucht, indem beim Abdestilliren des Eisessigs, 
. | welcher zur Lésung des Gallenfarbstoffs gedient hatte, die zu- 
: | erst tibergehenden Antheile mit ammoniakalischer Silberlosung 
1 : sepriift wurden, doch mit negativem Erfolge. 

; Als Hauptprodukte der Oxydation wurden aus 136 gr. 
\. '  Gallenfarbstoff erhalten: 

} 1. 48 gr. des Korpers, welcher sich beim Aufnehmen der 
T : durch Destillation von der Essigsiure befreiten Masse 


? j in Wasser, resp. bei der volligen Vertreibung der freien 
‘i : Essigsiiure auf dem Wasserbade abgeschieden hatte. 


r : Die niihere Untersuchung desselben steht noch aus. 
T | 2, 27.5 gr. itherlOsliche Produkte, d. h. etwa 20°/0 vom 
\ Ausgangsmaterial. 


: Die Reinigung der letzteren wurde in der friiher geschil- 
: derten Weise bewirkt: bei der grésseren Menge wurde hier 


cr ' eine Triibung beobachtet, als die Lésung der Natriumsalze 
esr J nit Schwefelsiiture angesiiuert wurde, und beim Stehen im Eis- 
“" oschrank $setzte sich ein braunes Harz in geringer Menge ab, 
nal 


—B von welchem die klare Lisung abgegossen werden konnte. 
Diese wurde nun ausgeithert, der Aetherriickstand aus heissem 
Hssigester umkrvstallisirt und mit eiskaltem Essigester nach- 
gewaschen. 
og Die Analyse bestitigte die friiher angenommene empi- 
_  rische Zusammensetzung C,H,NO,: ich fiihre die noch nicht 
verOffentlichten Belege hier an: 
| 01057 gr. des ersten Praparats, im Vacuum getrocknet, gaben 
0.2020 gr. CO, und 0.0525 gr. H,O; 
2. 0.1206 gr. desselben gaben 8.6 ccm. N bei 21° und 732 mm. B; 
5. 0.2021 gr. des neuen Priparats, im Vacuum getrocknet, gaben 
0.3874 gr. CO, und 6.0923 gr. H,O; 


n , ' seed ei 
+, O.1612 gr. desselben gaben 11,2 ccm. N bei 22° und 734 mm. B. 











Gefunden: 
Berechnet fiir l. Il. 
CH,NO,: i. 2. 3. i e 
C 52.45 7/9 52.12 °/o oe 2.28 


H 4.92 9 0 DD? Yo DA )7 Yio 


N 7.63 %!o _ 7.81 lo 7.60 
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Die Molekulargewichtsbestimmung, im Beckmann 'schen 
Siedeapparat ausgefiihrt, bestiitigt die angenommene Forme|. 
Losungsmittel Aether; ¢ = 21. 

Molekulargewicht 

Aether Siiure LN gefundenes: berechnetes: 

20,04 0.1968 0.10 205 183 

Die gefundene Zahl ist etwas zu hoch, weil sich dic 
Siure im Aetherdampf nicht vollstandig loste 

Ks wurde deshalb eine weitere Bestimmung mit Chloro- 


form ausgefiihrt: ¢ — 33.6.3) 
Molekurlargewicht 
Chloroform Siiure LN vefundenes: berechnetes: 
32. oer. 0.1487 0.100 170 183 
31.5 0.2668 0,160 194 — 


Der Schmelzpunkt der Biliverdinsiure wurde friiher zu | 
100—101° angegeben; er wurde jetzt hoher gefunden, bei | 
108° fand ein Erweichen, das Schmelzen bei 110—111° statt. 

Die Substanz war damals wohl nicht ganz rein gewesen, was 
auch aus der Analyse hervorgeht. 

Biliverdinsiiure liisst) sich auch aus siedendem Toluol, 
dem man zweckmiissig etwas absoluten Alkohol zufiigt, um- 
krystallisiren. Sie wird dann in ziemlich breiten Nadeln er- 
halten, die sich zu kugeligen Biischeln vereinigen. Doch hatftet 
diesen Krystallen hartniickig Toluol an, weshalb ihr Schmelz- 
punkt ganz unscharf ist. Als dann die Siéure in warmem 
Wasser aufgenommen und dieses im Vacuum verdunstet wurde. 
erhielt ich eine hygroskopische Krystallmasse, welche schon be! 
100° weich wurde und bei 108—110° schmolz. 

Die Biliverdinsiiure scheint optisch inactiv zu_ sein, 
wenigstens tbte eine 100 mm. lange Schicht einer 4,1°/o igen 
Losung keinen Einfluss auf das polarisirte Licht aus. 





Salze der Biliverdinsiure. 

I. Das Silbersalz der Biliverdinsiiure wurde dadurch be- 
reitet, dass die wiisserige Losung der Siiure mit Ammoniak 
neutralisirt und nun mit einer concentrirten heissen Lésung vor 
Silbernitrat in berechneter Menge gefillt wurde. Da die Reaction 


1) KE. Beckmann, Z. physik Chem., Bd. VI, 445. 








jetzt sauer geworden war, wurde wieder durch Ammoniak neu- 


tralisirt, der Niederschlag abgesaugt und mit heissem 96°/oigen 
Alkohol solange gewaschen, bis das Ablaufende frei von Silber 
war. Das im Vacuum getrocknete Salz ist gegen Licht nicht 
sehr empfindlich, bréitunt sich aber schon beim Erhitzen aut 
100° etwas. Zur Analyse wurde deshalb nur im Vacuum ge- 
trocknetes Salz verwendet. 

|. 01800 gr. Silbersalz gaben 0,1540 gr. CO, und 0,0350 gr. H,O, im 

Schiffehen blieben 0,0947 gr. Ag: 
2 0.2331 gr. Silbersalz gaben 0,1949 gr. CO, und 0,0493 gr. H,O; 
3. 0.3424 gr. Silbersalz gaben 0,2357 gr. AgCl aus schwefelsaurer Lésung 


durch HCl gefallt. 


Berechnet fiir: Gefunden: 
C.H,Ag,NO, C H,Ag,NO,+1H,0 1. 2. 3. 
C 24,18 °%o 23.13°/o 23.06? o 22.800 — 
H 1.76° 0 2.17 °/o 2.14°o 2.35 °'o 
Ag 54,40°/o 52,05 °/o 52.000 —- 51,99 jo 


Nach diesen Befunden ist also eine Molekiil Wasser ein- 
getreten und C,H,,NO, wiirde eine zweibasische Substanz 
repriisentiren, wie das auch aus der spiiter erwihnten Titration 
hervorgeht. 

Il. Zur Darstellung des Calciumsalzes wurde die wisserige 
Losung der Biliverdinsiure mit Calciumecarbonat behandelt, das 
unter lebhaftem Aufbrausen in Lésung geht. Die vom Un- 
gelOsten abfiltrirte Fliissigkeit schied beim Stehen im Vacuum 
das Salz in zu Drusen veinigten Nadeln ab, welche durch 
LOsen in sehr verdiinntem Weingeist und Verdunsten des 
LOsungsmittels im Vacuum gereinigt wurden. 

0.2663 gr. dieses Calciumsalzes verloren bei 95 ° 
0.0105 gr., bei 110° unter Briunung 0,0135 gr., darauf wurde 
die wiisserige, mit etwas Ammoniak versetzte Lésung durch 
Ammoniumoxalat gefalit und der Niederschlag wie iiblich in 
das Oxyd tibergefiihrit. Erhalten wurden 0,0361 gr. CaO. 


Berechnet fiir: 


(C,H,NO,),Ca+-1H,O Gefunden : 
H,0 4,26 %o bei 95° H,O 3.94% bei 110° 5,07 °%s 
Ca 9,48 %'o Ca 9,63 °/o 


Danach hat sich also auf die geschilderte Weise das 
heutrale Calciumsalz der einbasischen Substanz C,H,NO, ge- 








bildet, welches bei 110° bereits geringe Zersetzung erleidet. 
Ks ist sehr leicht, namentlich in heissem Wasser, loslich, doch, 
konnte durch Einstellen einer heiss gesittigten LOsung in eine 
Kaltemischung und starkes Riihren eine Abscheidung des Salzes 
nicht erreicht werden. 

Wird die wiisserige Lésung des Calciumsalzes mit 96°/oigem 
Alkohol versetzt, so entstehen amorphe Niederschlige mit 
hoherem Calciumgehalt. 

Dampft man die wiisserige Lésung auf siedendem Wasser- 
bade rasch ein, so bleibt ein Riickstand, der sich beim Wieder- 
aufnehmen mit Wasser nicht mehr vollstiindig l6st. 

I]. Mit Kupfer scheint die Biliverdinsiiure kein neutrales 
Salz zu geben: als die wiisserige Lo6sung der letzteren mit 
Kupferhvdroxyd in der Kilte digerirt und das Filtrat) vom 
Ueberschuss desselben im Vacuum abgedunstet war, wurde 
ein Syrup erhalten, der mit einzelnen Niidelchen durchsetzt 
war. Diese lésten sich in Alkohol, daneben aber entstand 
ein graublauer Niederschlag. 

0.2668 gr. desselben verloren bei 100° 0.0226 ger. und gaben 
0,0706 gr. Cu,s. Fur das basische Salz (2C,H,NO,Cu +- H,O) + 3H,O 
C,H, ,Cu,N,O,, +- 3H,O 


berechnet sich: Gefunden: 
H,O: 9,06° 8,47 Jo 
Cu: 21.27 °%/o 21.14% 


Das Cadmiumsalz. 
IV. biliverdinsiiure greift in kalter wiisseriger Lésung 
Cadmiumearbonat kaum an, Cadmiumhydroxvd lost sich bis zur 
Siittigung vollstiindig auf. Aus der vom Ueberschuss des Metall- 
hydrats filtrirten Losung schieden sich im Vacuum Nadeln de- 
Salzes ab, welche sich zu grossen Drusen vereinigt haben. In 
heissem Wasser sind diese leicht léslich, beim Abkiihlen au! 
Q° erstarrt dann die Masse zu einem Brei verfilzter Nadeln. 
Diese wurden abgesaugt, mit kaltem Wasser nachgewaschen 
und im Vacuum getrocknet. | 
O4874 gr. verloren bei 115° 0.0212 gr. und gaben 0,1644 gr. CdS. 
Noch einmal umkrystallisirtes Salz, welches in zu kuge- 
ligen Drusen vereinigten Nadeln erhalten worden war, briiunte 








- — sich bet 102° schon etwas und sah nach dem Erhitzen auf 
| 3 (10° an einigen Stellen wie geschmolzen aus. 
0.2770 gr. im Vacuum getrocknet gaben 0,1025 gr. Cds. 

Aus den Analysen geht hervor, dass in diesen hiibsch 
krystallisirten Korpern basische Salze vorliegen. 

Berechnet fiir: 
CH.NO,).Cd — (CH,NO,),Cd = CH,NO,Cd Gefunden : 
Cd 23,48 ° 0 21.83 °/0 35.99 °/o 26.24°/0 28,76 °/o 
H,O 435° 

Aus einer concentrirt wiisserigen Losung wurden einmal 
beim Stehen im nicht evacuirten Exsiccator schon ausgebildete 
Krystalle, flache Pyramiden mit rhombischer Basis, erhalten. 

V. Das Ammoniumsalz wurde durch Einleiten getrockneten 
Ammoniaks in die iitherische Lésung der Biliverdinsiiure als 
weisse, iitherunlésliche Krystallmasse erhalten: es wurde ab- 
vesaugt, mit Aether ausgewaschen und im Vacuum getrocknet. 
|. 0.1527 gr. Substanz leferten 18.6 ccm. N bei 734 mm. B und 23°: 
| 2 OA717 gr. Substanz heferten 20 cem. N bet 734.5 mm. B und 18°. 

Berechnet fiir: Gefunden : 

C,H,NO,.NH, C,H,NO,.NH,H,O 1. 2. 
N 14.00% » 12.84° 9 13,24° 0 3.00 ° 0 

Nach diesen Analysen zu urtheilen, hat also die Biliver- 
dinsiiture ausser Ammoniak auch noch Wasser aufgenommen, 
<cheint dasselbe bei 100° aber wieder zu verlieren, wenigstens 
nahmen 
O.USS8 gr. Substanz bei 100° um 0.0072 gr. ab und 
0777 gr. der getrockneten Substanz gaben 9.6 ccm. N ber 728 mm. b. 
und 13°. 

Berechnet fiir: 


C,H,.N,O,.H,O Gefunden: 
LH,O 8.21% 8.11%/0 
N 14.00° 0°) 13,99 °/o 


Die wiisserige Losung des Ammoniumsalzes wurde durch 
Zink- oder Kupfervitriol nicht gefiillt, Bleiacetat gab einen 
Niederschlag, der sich im Ueberschuss des Fiillungsmittels 
wieder aufléste. 


1) Auf C.H,,N,O, bezogen. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, XXVI. 
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Ber der Titration der Biliverdinsiiure war friiher gefunden 


worden, dass dieselbe in der Kilte einbasisch ist: diese An- 4 
gabe wird durch die folgenden Beobachtungen erweitert. i 


1. 0.2756 gr. Siiure. in kaltem Wasser gelést. erforderten 16.5 *, 
N-NaQOH zur Neutralisation. 1 

2. 02814 gr. in kaltem Wasser geldst, erforderten, nachdem di 
Losung einige Zeit gestanden hatte, 17.5 110 N.-NaOH. Fiir eine ein- 
basische Substanz CyH,NO, berechnen sich aber 15,1 resp. 15.4 cem 
M10 N.-NaQOH. 

3. 0.2209 er. wurden mit 30.5 cem. t/1o N.-NaOH bis zum Kochen 
erhitzt, jetzt waren 2.95 cem. */1o N.-H,SO, néthig, um neutrale Reaction 
herzustellen2). Verbraucht waren also 27.55 cem. t/1o N.-NaOH, wiihrend 
sich berechnen 24,15 ccm., wenn sich C,H,NO, in eine zweibasische 
Siiure verwandelt hat. 

Diese Resultate lassen den Sehluss zu, dass die Biliver- 
dinsiture in der Kilte langsam in eine zweibasische, bein 
Kochen mit Alkali dagegen in eine dreibasische Substanz tiber- 
geht. Im Anschluss an diese Beobachtung wurden die folgenden 
Versuche angestellt: 

1. 03092 er. des Amimonsalzes der Biliverdinsiure wurden ini! 
62 com. '10 N.-NaOH ea. | Stunde gelinde im = Sieden erhalten, das 
Vebergehende in 62 cem. ‘10 N-H,SO, aufgefangen. Zum Zauriicktitriren 
waren 42,9 com. '1o N.-NaOH erforderlich; 19.1 cem. N.-H,50, waren also 
durch die fliiehtige Base neutralisirt worden. 

2. OB94R vr. Ammonsalz wurden mit 60 cem. ‘sto N.NaOH 1': 
Stunde lang gelinde im Sieden erhalten: Inierbei destillirten 32.5 cen 
‘io N.-HJSO, entsprechende Mengen Ammoniak, wiihrend 3,25 cem. ‘4 
N.-H,SO, geniigten, um im Kochkolben schwach saure Reaction hervor- 
zubringen. Die entstandene Substanz brauchte also ca. 56.7 cem. 3: 
N.-NaOH zur Neutralisation. 

3. 0.8133 er. Ammonsalz wurden mit 50 ecem. '10 N.NaOH 2 ‘2 
Stunden lang gelinde gekocht. Die iiberdestillirte Basis erforderte 24.5 cem. 
‘io N.-H,SO, zur Neutralisation” Im Kolben sind 5,1 cem. ‘to N.-H,S0, 
nothig, um die alkalische Reaction aufzuheben, also 44.9 com. /1o N.-NaOli 
dienten zur Neutralisation der enstandenen Siiure. 

t O2ZS14 gr. Biliverdinsiure wurden mit 58.8 cem tito N.-NaQu 
) Stunden im sieden erhalten: vorgelegt waren 20 cem. 10 N,-HCI. 71 


1) Als Indicator diente Phenolphtalein. 
2) Die neutrale LoOsung ergab kein Wiederauftreten alkalisely 
Reaction, als sie bis zum Sieden erhitzt wurde: hierbei findet also ein: 





Abspaltung von Alkali nicht wieder statt. 
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ntritt alkalischer Reaction sind 4,6 ecm. ‘to N.NaQOH erforderlich, 
15.4 ecem. tY1o N.-HCL hatte also die fliissige Basis neutralisirt. 

Im Kochkélbchen erzeugen 14,2 ecm ‘4/10 N.-HCl neutrale Reaction, 
(4.6 cem. ‘to N.-Alkali sind also zur Neutralisation nothig. 

Der Inhalt der Vorlage wird zur Trockene verdampft, nachdem er 

{ Salzsiiure wieder schwach angesaiuert worden war; der Riickstand 

in Wasser aufgenomimen, filtrirt, das Filtrat fast verdampft, mit Alkohol 
yersetzt und durch Platinehlorid gefallt. 

0.1930 gr. des Platindoppelsalzes hinterliessen beim Gliihen 0,0843 gr. 
Piatin oder 43,68°'o Pt, woraus hervorgeht. dass Platinsalmiak vorgelegen 
hat. der 43.9%/o Pt verlanet. 


Wenn biliverdinsiure also mit Natronlauge gekocht wird, 
<0 wird Ammoniak abgespalten und zwar genau ein Molekiil, 
wie aus Versuch 4 hervorgeht: 


Berechnet fiir 1 NH, aus C,H,NO,: Giefunden : 
15.4 cem. 4/to N.-HCl 15.4 cem. ‘10 N.-HEI. 


Auch das Ammoniumsalz spaltet mehr wie 1 NH, ab: 
Berechnet Gefunden: 

fiir (H,NO,-NH,-H,O: 

| NH, 2 NH, 


1. 14.2 28.4 19.1 com. 410 N.-H SO, = 34,5°/0 des Amidstickstoffs, 
?. 18,1 36.2 32.) = 79.6" 0 
3. 14.4 28.8 24.5 = 70,1°/o 


Die im Kolben zuriickbleibende Substanz muss aber 
dreibasisch geworden sein: die gefundenen Werthe nihern sich 
allerdings nur den berechneten. 


Berechnet: Gefunden: 
2. 54.3 cem. '10 N.-Alkali D6.75 
3. 43.1 M40 44.9 
4, 46.2 Vito 4,6 


Die mit Natronlauge gekochten Antheile wurden nun nach 
dem Ansiiuern mit Schwefelsiiure ausgeijithert, der Aetherriick- 
stund in kaltem Wasser gelést und mit Calciumcarbonat be- 
handelt, die Lésung der Calciumsalze auf dem Wasserbade 
zum Sieden erhitzt. Hierdurch entstand stets ein bedeutender 
Ausfall. Die Analyse dieser unléslich gewordenen, gut aus- 
cewaschenen Calciumsalze ergab folgende Resultate. 


1. 0.4915 er. Substanz. im Vacuum, getrocknet verloren bei 100! 
0053 gr. und gaben 0,144 gr. CaO = 0.1032 gr. Ca: 


De 











2. O4198 gr. Substanz verloren bei 120° 0,0073 gr. und gaben 
0.1222 gr. CaO = 0.0873 gr. Ca; 

3. 0.2399 gr. Substanz verloren bei 115° 0,0033 gr. und gaben 
0.0696 gr. CaO = 0.0417 er. Ca. 


Gefunden: 


I. 2, 2% 
HO 1.08%) 1.740 1.380 
Ca 21,220 21.17 %o 21.02% 


Die aus diesen Salzen regenerirte Siiure bildete nach 
dem Abdestilliren des Aethers einen Syrup, welcher rasch zu 
einer strahlig krystallinischen Masse erstarrte. In der fiinf- 
fachen Menge heissen Wassers war diese vollig l6slich und 
heim Einstellen dieser Lésung in kaltes Wasser begann sofort 
die Krystallisation wetzsteinformiger Gebilde, welche — den 
schmelzpunkt 97—-98° aufwiesen. 

Aus dem Verhalten des Calciumsalzes wie dem Calcium- 
gehalt und den soeben beschriebenen Loslichkeitsverhiiltnissen 
folgt bereits zur Geniige, dass hier der Kérper C.H,O, vorlicet, 
das Lacton der dreibasischen Hiimatinsiiure. Zum Ueberfluss 
wurde noch die Analyse angeschlossen : 

0,1123 gr. vacuumtrockene Substanz gaben 0.2148 gr. CQ, und 
0.0485 gr. H,O. 


Berechnet fiir CJH.O,: Gefunden: 
C 52,17 /o 92,17 °/o 
H = 4,35 %/o 4,79°'o 


Die Biliverdinsiiure CH,NO, geht also durch Kochen mil 
Natronlauge unter Abspaltung von Ammoniak in das Lacton 
der dreibasischen Hiimatinsiiure CHO. iiber,!) sie diirfte daher 
wohl als Amid der letzteren aufzufassen sein. ?) 

Dieser Uebergang vollzieht sich zu einem kleinen Theile 
schon wiihrend der Spaltung des Bilirubins oder bei der 
Reinigung des iitherléslichen Rohprodukts, wie aus dem Ver- 


1; Meine Angabe in der ersten Mittheilung, dass sich beim Kochen 
mit Natronlauge kein Ammoniak entwickele, hat sich also als ein 
Irrthum erwiesen. 

2) Bei der Einwirkung von salpetriger Séure auf Biliverdinsiiure 
scheint keine Hiimatinsiiure zu entstehen. wenigstens konnte bei einem 
Versuch mit allerdings geringen Mengen das charakteristische Kalksalz 


nicht erhalten werden. 
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halten und der Analyse des auf Seite 325 beschriebenen Calcium- 


-alzes hervorgeht. 

Er wird ferner auch durch andere basische Korper 
bewirkt. Als z. B. Biliverdinsiiure durch Darstellung des schon 
krystallisirenden Cadmiumsalzes gereinigt werden sollte und zu 
diesem Zwecke in kalter wiisseriger LOsung mit Cadmium- 
hydroxyd behandelt wurde, zeigte es sich, dass 1/6 der ver- 
wendeten Siiture umgewandelt worden war. 

Dieser leichte Uebergang beweist aufs neue die iihnliche 
Constitution von Blut- und Gallenfarbstoff. Im Bilirubin und im 
Hiimatin sind Complexe enthalten, aus welchen sich der priichtig 
krystallisirende Korper CgH,O, bilden kann, nur konnten bisher 
aus dem Biliverdin kaum 20°/o, aus dem Hiimatin dagegen 
liber 40°/o0 gewonnen werden. 

Ein Einblick in die Art der Isomerie von Bilirubin und 
Hiimatoporphyrin ist durch die beobachteten Thatsachen aller- 
dings noch nicht ermodglicht: vielmehr war anzunelhmen, dass 
auch aus dem Himatin primiir stickstoffhaltige Oxydations- 
produkte entstehen, die unter den eingehaltenen Versuchs- 
bedingungen verseift wurden. Diesbeziigliche Versuche haben 
diese Vermuthung bereits bestiitigt: mit der Untersuchung der 
lierbei entstehenden Spaltungsprodukte bin ich beschiaftigt. 

Die Beschaffung der zu den = geschilderten Versuchen 
nothigen Gallensteine aus den verschiedenen Schlachthiusern 
Neutschlands, war mit einem erheblichen Kostenaufwande ver- 
bunden: repriisentirt doch auch jedes Gramm Biliverdin, dem 
Preiscourant von Merck z. B. zufolge, den Werth von 90 Mark. 

Ich bin daher der hohen Akademie der Wissenschaften 
zu berlin, von welcher ich fiir meine Untersuchungen eine 
grosse pekuniiire Unterstiitzung erhielt, zu aufrichtigstem Danke 
verpflichtet. 

Mit einem Theil der mir gewiihrten Summe ist das 
Material zu vorliegender Arbeit beschafft: worden. 











Ueber die Albumosen des Pepton Witte. 
Von 
Hugo Schrétter. 


Aus dem chemischen Institut der Universitat Graz.) 


Der Redaction zugegangen am 24. October 1898.) 


Ich habe mich seit einigen Jahren mit der chemischen 
Untersuchung des im Pepton Witte enthaltenen Albumosen- 
gemenges beschiftigt und die Ergebnisse meiner Untersuchung 
in 4 Mittheilungen niedergelegt, die in den Sitzungsberichten 
der kaiserlichen Akademie der Wissenschaften in Wien auf- 
genommen wurden. Da die chemischen Mittheilungen der 
Sitzungsberichte in den Monatsheften fiir Chemie,!) einem weit- 
verbreiteten Journal, veréffentlicht werden, wie auch Referate 
iiber die darin  ver6ffentlichten Arbeiten in verschiedenen 
Zeitschriften erscheinen, kann wohl von einer Schwerzugaénglich- 
keit dieser Untersuchung nicht) gesprochen werden. Nichts- 
destoweniger wurden in neuerer Zeit einige Untersuchungen 
verOffentlicht und Lehrbiicher geschrieben, die meine befunde 
kaum oder gar nicht beriicksichtigen. 

Da eine jiingst in dieser Zeitschrift’ erschienene Unter- 
suchung des Herrn O. Folin «Ueber die Spaltungsprodukte der 
Kiweisskérper» ?) eine Bemerkung enthalt, deren Nichtbeant- 
wortung meinerseits den Schein erwecken kénnte, dass_ ich 
gewisse Schliisse, die ich aus meinen Beobachtungen gezogen 
habe, selbst nicht mehr vertheidigen wiirde, modchte ich dic 
Gelegenheit beniitzen, an diese Beantwortung nur ganz kurz 


1) Meine Untersuchungen finden sich als «Beitrage zur Kenntnis- 
der Abumosen» in den Monatsheften fiir Chemie XIV, 612; XVI, 60% 
XVII, 199 und XIX, 211. 

2) Diese Zeitschrift, Bd. XXV, 8. 152. 
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die Ergebnisse meiner Untersuchung anzuschliessen, um dieselben 


dadurch weiteren Kreisen zur Kenntniss zu bringen. In der 
soeben erwiihnten Arbeit des Herrn Folin tindet sich eine Fuss- 
note folgenden Inhaltes. Herr Folin sagt: «Zwei Forscher, &. 
Frinkel und Hugo Schroétter, haben schon behauptet, dass es 
Albumosen und Peptone giihe, die keinen Schwefel enthalten. 
Neumeister (Lehrbuch 2. Auflage p. 237 Fussnote) hat solche 
Angaben auf das Bestimmteste bestritten und daraufhin haben 
weder Frinkel noch Schrétter thre fritiheren Angaben 
vertheidigt». Demgegeniiber muss ich Folgendes bemerken: 
tnklar ist schon die Fassung dieser Fussnote, denn ich habe 
die Behauptung aufgestellt, dass die Albumosen schwefelhaltig 
~ind, die Peptone aber schwefelfrei. Herr Friinkel hat mit 
Ausnahme einer Albumose meine Behauptung bestiitigt.4)  Ic¢h 
glaube zwar, wie alle Chemiker, die auf irgend einem Gebiete 
arbeiten, verpflichtet zu sein, die beziiglichen Angaben in den 
fachwissenschaftlichen Zeitschriften zu kontrolliren, keinesfalls 
aber alle Lehrbiicher, die erscheinen, genau durchzulesen, es 
wire das in der Chemie fast unmdglich. Ich bin deshalb Herrn 
Folin dankbar, dass er mich darauf aufmerksam gemacht hat, 
und habe das Lehrbuch Neumeister s daraufhin durchgesehen. 
Fir Herrn Neumeister existiren, obwohl das Buch 1897. er- 
~chienen ist, meine Arbeiten itiberhaupt nicht, was um so auf- 
fallender ist, als in der schon erwiahnten Fussnote auf = die 
Untersuchung Frinkel’s verwiesen wird, welche sich ja ein- 
gehend mit meinen Arbeiten beschiftigt und die von = mir 
gefundenen Resultate grésstentheils bestitigt. Um «auf das 
Meritorische einzugehen, muss ich die Note in Neumeister’ s 
Lehrbuch wortlich anfiihren: © Dagegen muss ich (Neumeister? 
die Behauptung von Frinkel, dass es Peptone und Albumosen 
gabe, welche tiberhaupt keinen Schwefel besitzen, doh. also 
auch des oxvdirten Schwefels entbehren, aus guten Griinden 
entschieden bestreiten.» Demgegeniiber kann ich nur Folgendes 
bemerken. Es gibt hier nur einen guten Grund, und der 


1) Vergl. diesbez. Schluss meiner lV. Mittheilung, Monatshefte fiir 
Chemie, XIX, S. 211. 








ist die qualitative Analyse.  Friinkel und ich haben sowohl 
im Paalschen Pepton, wie in dem durch kiinstliche Verdauung 
dargestellten Pepton, keinen Schwefel gefunden und = deshalh 
haben wir die Peptone fiir schwefelfrei erklirt. Welche guten 
(iriinde Herr Neumeister hat, das zu bestreiten, verriith er 
nicht. Ich glaube aber, ehe Herr Neumeister nicht das Gegen- 
theil beweist, berechtigt zu sein, meine guten Griinde fiir die 
besseren zu halten. 

Nebenbei méchte ich noch hervorheben, dass jener Versuch, 
ber dem Herr Folin (le.) findet, dass seine Deuteroalbumose 
durch Pepsinlosung nicht weiter veriindert wird, meine Angabe!) 
bestitigt, wonach die von mir dargestellten Albumosenchlor- 
hydrate durch Einwirkung von Siiuren, die ja, wie Paal nach- 
gewlesen hat, ihnlich dem Pepsin wirken, nicht in’ Peptone 
iibergefiihrt’ werden. 

An diese Bemerkung Herrn Folin gegeniiber moéchte ich 
nun kurz die Schliisse anfithren, die ich aus meinen Arbeiten 
gezogen habe, und verweise betreffs ihrer Begriindung auf meine 
Veroffentlichungen in den Monatsheften. 

Ich habe nachgewiesen,?) dass in dem sogenannten Pepton 
Witte hauptsiichlich eine schwefeliirmere und eine schwefel- 
reichere Albumose vorliegen, deren alkoholl6sliche Chlorhydrat- 
gemenge daraus leicht isolirbar sind. Leider ist es mir noch 
nicht gelungen, eine gute und genaue Trennungsmethode dieser 
Albumosen aufzutinden. Ferner habe ich, von der = Ansicht 
ausgehend, dass man bei der Unterscheidung grésserer Korper- 
Klassen auf die chemische Zusammensetzung basirte Merkmale 
herbeizuziehen hat, als Unterscheidungsmittel der Albumosen 
von den Peptonen den Schwefelgehalt aufgestellt und die 
Albumosen als jene Umwandlungsprodukte des Eiweisses, welche, 
neben ihren anderen mit den Peptonen gemeinsamen Reactionen, 
schwetelhiltig, die Peptone als jene, die schwefelfrei sind, 
definirt. Ich halte eine strenge Scheidung dieser K6rper des- 
halb fiir nothwendig, da man ja den Albumosen, schon der 


1, Monatshefte f. Chem... XVI oS. 615. 
2) Monatshefte f. Chem... XVI. S. 611. 
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{—-2°/o Schwefel halber, ein Molekulargewicht von 2—3000, 
len Peptonen aber nach den bekannten Bestimmungen ein solches 
yon 3—)D00 zuschreiben muss. Eigenthiimlicher Weise wurde 
bei der in neuerer Zeit mehrfach besprochenen Eintheilunng der 
KiweisskOrper auf diese von mir aufgestellte Unterscheidung 
der Albumosen und Peptone mehrfach gar nicht Riicksicht 
cenommen.?) 

Im Verlaufe der Untersuchung habe ich noch gefunden, 
dass bei Einwirkung von Siiuren auf Eiweiss die Umsetzung 
nicht in dem Sinne Albumin—Albumose—Pepton erfolgt, sondern 
die Bildung von Pepton aus dem Albumin eine direkte sein 
muss, da die Albumosen bei Einwirkung von Siiuren zwar 
theilweise weiter gespalten werden, aber ohne merkbare Bildung 
von Pepton. 

Des Weiteren fiihrte ich aus,?) dass die Ansicht wohl 
allgemein verbreitet ist, die Bildung der Albumosen und Peptone 
aus dem Eiweiss beruhe auf hydrolytischer Spaltung und anderer- 
seits konne aus diesen KOrpern durch Condensation unter Wasser- 
austritt wieder Eiweiss regenerirt werden. In der Literatur 
findet man als chemische Stiitze dieser Ansicht nur eine Unter- 
suchung Henninger ’s, der durch Einwirkung von Essigsiiure- 
anhydrit auf Pepton eine Substanz erhielt, die er dem Syntonin 
nahestehend, also fiir regenerirtes Kiweiss hilt. Den verschiedent- 
lich verOffentlichten Versuchen, wonach man bet hoherem Er- 
hitzen von Pepton unter partieller Zersetzung unlosliche Korper 
erhilt, die dem Syntonin nahestehen sollen, kann ich keine 
beweiskraft zusprechen, da sie denn doch auf zu gewaltsamen 
Kingriffen beruhen. 

Ich habe nun auf das Bestimmteste nachgewiesen, dass 
die Beobachtung Henninger’s zwar richtig, der entstandene 
KOrper aber mit regenerirtem Eiweiss oder Syntonin gar nichts 
zu thun hat, sondern nichts Anderes als ein Acetylprodukt der 


1) Vergl. diesbez. Wroblewski, Ber. d. deutsch. chem. Ges. XXX, 
S. 3045. 


*) Monatshefte. XVII, S. 199. 



















542 
Albumosen ist. Es ist deshalb diese Angabe Henninger < 
wus der Literatur zu streichen.?) 

Schliesslich mochte ich, nur der Vollstindigkeit halbey, 
erwihnen, dass ich durch Einwirkung von. salpetriger Sire 
auf Pepton Witte?) eine wasserunloésliche Saure erhalten und 
beschrieben habe, die dem Desamidoalbumin Schiff s nahestel 
und ihrem Verhalten nach der Oxyprotsulfosiiure Maly’s sel 
ithnlich ist, ohne mit ihr identisch zu sein, 


1) Diese Untersuchung, die Miirz 1896 erschienen ist, muss Herry 
Neumeister auch unbekannt geblieben sein. Vergl. S. 236 des Leh 
buches. 2. Auflage. 

2) Monatshefte XIX, S$. 211. 








Quantitative Bestimmung der Bestandtheile des Oxyhadmoglobins 
des Pferdes. 
Von 


D. Lawrow. 


Aus dem physiol.-chem. Laboratorium der St. Petersburger militar-arztl. Akademie. ) 


Der Redaction zugegangen am 24. Oktober 189s. 


Die Bestandtheile des Oxvhiimoglobins sind im Allgemeinen 
wenig untersucht und die Ansichten tiber dieselben verschieden, 
denn einige Autoren glauben, dass das Oxvhiimoglobin nur aus 
zwel Bestandtheilen besteht — Eiweissstoff und Farbstoff: 
undere, wie Lehmann,?!) F. Hoppe-Sevler,?) Prever,’) 
Schulz?) nehmen im Oxyhimoglobin ausser den beiden ge- 
nannten Bestandtheilen noch andere Substanzen an. 

Ebenso verschieden sind die Meinungen iiber den che- 
mischen Charakter des Eiweissstoffes im Oxvhiimoglobin. So 
hilt Prever die Eiweisssubstanz des Oxvhiamoglobins, das 
Globin» fiir ein Albumin besonderer Art; F. Hoppe-Sevler 
fir ein Globulin, und Schulz fiir ein Histon. 

Die Methoden, welche zur Zerlegung des Oxvhiimoglobins 
in seine Bestandtheile angewandt wurden, waren folgende: 
t. Hoppe-Sevler zerlegte das Oxvhiimoglobin durch Kochen 
-einer Wiisserigen Lésung, wobei die Proteinsubstanz des Oxy- 


1) Lehrbuch d. physiol. Chemie, 1853, 3. 364—369. 

“) Medicin.-chem. Untersuch. Th. Hl. § 18 Th. IV. § 26. 
5) Blutkrystalle, 1871, S. 164 u. folg. 

4, Diese Zeitschrift, Bd. XXIV, S. 449-481, 1898. 

















hamoglobins in Flocken ausfillt. Prever?!) zersetzte das Oxy- 
hamoglobin, indem er auf eine wiisserige Losung desselbey 
durch Essigsiiure in Gegenwart von Aether einwirkt: dabe; 
bilden sich beim Stehen des Gemisches zwei Schichten, eine 
untenstehende, farblose, die Proteinsubstanz des Oxvhiimog|.- 
bins in Lésung enthaltende, und eine obenstehende,  gefiirbte. 
welche alle anderen Bestandtheile des Oxyhiimoglobins —aufge- 
hommen. hat. 

A. Danilewsky fiihrte die) Spaltung herbei dure}, 
kurz dauerndes Kochen einer wiisserigen, mit einem gleichen 
Volumen 95°/oigen Alkohols gemischten Losung des Oxyhiimo- 
globins. Der abgespaltene Eiweissstoff des  Oxvhiimoglobins 
lost sich in der heissen 40—45°/oigen alkoholischen Lésung, 
aus der er beim Abkiihlen ausfallt. Um diese Eiweisssubstanz 
in reinem Zustande darzustellen, wird die erhaltene alkoholische 
Losung heiss filtrirt: das Filtrat scheidet beim Abkiihlen den 
Kiweissstoff als flockigen Niederschlag ab, der mit Fliesspapier 
abgepresst, nochmals in 45°/o1igem heissen Alkohol gel6st und 
durch Abkiihlen seines Losungsmittels von Neuem ausgeschieden 
wird. Dieses Reinigungsverfahren kann mehrere Male wieder- 
holt werden. Ist die alkoholische Loésung der Eiweisssubstanz 
gelb gefiirbt, so wird sie durch Thierkohle entfiarbt. 

Schulz?) spaltet das Oxyhiimoglobin in der Weise, dass 
er der wiisserigen Losung des Oxyhimoglobins verdiinnte Salz- 
siiure so lange hinzufiigt, bis der zuerst entstandene Nieder- 
schlag wieder verschwindet. Die so erhaltene saure Losung 
wird mit ‘5 Volumen 80° oigen Alkohols und !/2 Volumen Aether 
unter sorgfiiltigem Umriihren gemischt. Das Himatin geht in 
die iitherische Loésung, der Eiweissstoff und andere Bestand- 
theile bleiben in der wiisserig-alkoholischen L6sung. 

Fiir meine eigenen, auf die Zusammensetzung des Oxv- 
hiimoglobins beziiglichen Untersuchungen benutzte ich dia- 
Oxvhiimoglobin des Pferdes. Die Darstellung des Oxyhimo- 
globins gestaltete sich folgendermassen: das frisch gelassene 
Blut wurde mit Ammoniumoxalat gemischt (1 gr. dieses Salze- 











auf je 1 Liter Blut) und bei der Temperatur von etwa 0° C. 
-tehen gelassen. Nach 24 Stunden wurde die Plasma- und die 
Leucocytenschicht vom dicken Blutkérperchenbrei abgegossen. 
Darauf wurde der letztere mit 2 Volumen destillirten Wassers 
von Zimmertemperatur und etwas Aether gut gemischt und 
die Mischung zuerst ber 15—20°C., endlich bei O° C. etwa 
2; Stunden gehalten. Jetzt wurde der in Loésung gegangene 
Blutfarbstoff durch Fliesspapier bei etwa O° filtrirt und dem 
Filtrate 4/4 Volumen stark abgekiihlten 95°/oigen Alkohols 
allmiihlich unter sorgfiltigem Umriihren hinzugetiigt. Die alko- 
holische Mischung war nach 24—4Sstiindigem Stehen bei 
—12° bis —15°C. zum krvstallinischen Brei erstarrt. Der 
bei —10° bis —15° C. abgetrennte krystallinische Niederschlag 
wurde zwischen Fliesspapier sorgfiiltig abgepresst und zweimal 
auf angegebene Weise umkrystallisirt. 

Das auf diese Weise dargestellte Oxvhiimoglobin — ent- 
hielt 0,469°/o Eisen. 

Zur quantitativen Bestimmung des Eisens wurde das 
veloste und filtrirte Oxyhiimoglobin zuerst bei 100°, dann bei 
110—115° C. getrocknet und mit 15 Theilen Salpetergemisch 
verbrannt. Das Eisen wurde als Eisenoxvd bestimmt. 


8.199 gr. Oxyhiimogloblin heferten 0.0527 gr. Eisenoxyd == 0,45°/0 Eisen 
123 gr. 0.0597 = 0,458 
V619 er. 0.0687 0,499 


Demnach betrug die Mittelgrésse des Eisengehalts die 
oben angegebene Zahl von 0,469° 0. 

Zur Spaltung des gewonnenen Oxyhiimoglobins versetzte 
ich die wiisserige Lésung desselben mit einer Alkohol, Aether 
und Schwefelsiiure enthaltenden Mischung und zwar kamen auf 
je 100 cem, Lésung des Oxvhiimoglobins 500 cem. 75°/oigen 
Alkohols +- 200 cem. Aether: der Gehalt der Mischung (800 cei. ) 
an Schwefelsiiure betriigt O,025° o. 

Das Zusammenmischen wird sehr allmiéhlich unter sorg- 
iiltigem Umriihren durchgefiihrt. Dabei fallt die Proteinsubstanz 
des Oxyvhiimoglobins in Flocken aus: alle anderen Bestandtheile 
vieiben in der alkohol-iitherischen Lésung. Kocht man die ab- 
vetrennte alkohol-itherische Lésung bis zur vollkommenen Ver- 
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jagung des Aethers und Alkohols, so. fallt das Hamatin = ganz 
aus. In dem wiisserigen Filtrate vom Hiimatin ist keine Protein- 


substanz mehr nachzuweisen, sodass man annehmen muss. 
dass die Eiweisssubstanz des Oxvhiimoglobins bei der an- 
gegebenen Spaltung vollkommen ausgeschieden wird, 

Um die Quantitit des abgespaltenen Hiamatins festzustellen, 
wurde das alkohol-ijitherische Filtrat vom Proteinniederschlage. 
sammt den ersten gefiirbten alkohol-iitherischen Waschfliissig- 
keiten bis zur vollkommenen Vertreibung des Alkohols und 
Aethers gekocht. Dabei faillt) das Hiimatin vollkommen = aus 
Das abgeschiedene Hiimatin wurde auf einem getrockneten 
und gewogenen Filter zuerst mit heissem Wasser bis zur voll- 
kommenen Entfernung der Schwefelsiure, darauf mit Alkoho! 
und Aether durchgewaschen und ber 110—-115° GC. bis) zum 
constanten Gewichte getrocknet. 

Zur quantitativen Bestimmung der Menge der Protein- 
substanz des Oxvhaimoglobins wurde eine Oxyhiimoglobinlésung 
von bekanntem Gehalte nach dem oben geschilderten Verfahren 
zerlegt, der abgeschiedene Proteinniederschlag auf einem Filte 
von bekanntem Gewicht gesammelt, mit einem Gemisch = aus 
2 Volumen 60° oigen Alkohols und 1 Volumen Aether bis zur 
Kntfernung der mechanisch beigemengten Schwefelsiiure aus- 
vgewaschen und ber 110 —115°C. bis zum constanten Gewich! 
getrocknet. 

Die Analysen gaben die folgenden Resultate: 

100 com. einer 2,782” oigen Oxvhamoglobinlésung leferten 2.761 g: 

94 93°, Niederschlag 


dO ecem. einer 2,76°/oigen wisserigen Oxyhamoglobinlésung lieferten 


1.3731 er. 99.50") Niederschlag und 0.0536 gr. = 3.88° 0 Hiimatin 
oO ccm. einer 2,76° oigen wiasserigen Oxvhimoglobinlésung lieferten 
1.3736 er. 99.54" 0 Niederschlag. 
D0 com. einer 2,76° o igen wisserigen Oxvhamoglobinlésung lieferten 
L3701 er. 99 28°) Niederschlag und 0.0551 gr. = 3.99% o Himatin 


LOO com. einer 2.776" » igen wiisserigen Oxyhiimoglobinldsung gabe! 
1046 gr. 3.77° 0 Hiimatin. 

Als Mittelwerthe fiir die Menge des aus dem = Oxyhamo- 
globin abgespaltenen Proteins fanden sich demnach 99,59" 
und tiir das entstundene Hiimatin 3.88° 0. 








Diese Zahlen bediirfen jedoch noch der Correctur, da 
yon dem Proteine Schwetelsiiture in gebundener Form. zuriick- 
vehalten wird. Ich bestimmte daher die Schwefelsiiure  ver- 
shiedener Priiparate des Proteins nach den tiblichen Me- 
thoden. Die Resultate sind in nachstehender Tabelle zusammen- 
vestellt: 





Nr. des Prfparates .....-.. [ I] II lV 





Menge des veraschten Proteins... 5,020 S711 27467 = 1.3701 


Menge des Oxvhamoglobins, welche 
dem veraschten Protein ent- 


spriemt 6 ok ee ee ew ee | OM 3.733 2.76 1.38 


Gewicht des Barvumsulfats . . 2. O.836 O.619 O.4153 (). 2265 


Jenge der gebundenen Schwefel- | 


me i a ta ed nt: eee ee, D.26 tO £6 D2 1 


Von den in der Tabelle aufgefiihrten Werthen fiir Sechwefel- 
sire sind bereits abgezogen die Werthe, die der im Protein- 
molekiil gebundene Schwefel liefern muss. Da der gesammte 
Schwefel des Oxvhiimoglobins nach meinen Erfahrungen in 
das abgespaltene Protein iibergeht und das von mir benutzte 
Oxvhamoglobin 0,65°/o Schwefel enthielt, so habe ich die der 
genannten Zahl entsprechende Schwefelsiiture in Abzug ge- 
bracht, 

Setze ich jetzt die gefundene Schwefelsiiure in Beziehung 
zi der gefundenen Menge des Proteins, dann liisst sich leicht 
die Menge des schwefelsiiurefreien Proteins berechnen. Es 
ergibt sich niimlich, wenn ich die gesuchte von Schwefelsiiure 

_ | 4.97 
‘rele Substanz mit X bezeichne, die Gleichung X-- 100 —= 99,39 
X= 94,68. 

Da jedoch das Protein noch Eisen enthielt, das) wahr- 
scheinlich aus Hiimatin stammt, welches von dem ausfallenden 
Proteid mit niedergerissen wird, muss die Menge des bei- 
zemischten Himatins ebenfalls von der zuletzt gefundenen Zahl 














in Abzug gebracht werden. Nach der in der Fussnote *) ays- 





gefiihrten Rechnung miisste nun eigentlich das von mir angewandt. 
Oxvhaimoglobin 4,47°/o Hiimatin bei der Spaltung liefern.  [) 
Wirklichkeit fand ich jedoch nur 3,88°/o. Es miissen demnacl; 
4,47—3,889/0 = 0,59°/o vondem Proteid mitgerissen sein. Unter 
Beriicksichtigung dieser letzten Zahlen ergibt sich also, dass 
das Oxyhimoglobin bei seiner Spaltung 94,09°/o Eiweissstoff, 
t,47°/o Hiimatin und 1,44°/o andere Bestandtheile geliefert hat, 

Nach Schulz!) betriigt der Gehalt des Oxvhiimoglobins 
an Eiweissstoff («Globin») 86,5 °%/o, an Hiimatin 4,2°/o und 
an anderen Bestandtheilen 9,3°/o. (N.B. Der Autor selbst 
hat darauf hingewiesen, dass die Proteinsubstanzen des Oxy- 
hiimoglobins bei seiner Bestimmung nicht ganz vollkommen 
abgetrennt sind. ) 

Die nach meinem Verfahren dargestellte Proteinsubstanz 
des Oxyhimoglobins gibt alle Farbenreactionen, die den echten 
Kiweissstoffen eigenthiimlich sind, aber schwiicher als) zum 
Beispiel das Eieralbumin. Sie enthiilt leicht beim = Kochen 
mit Aetzalkali abtrennbaren Schwefel, jedoch in geringer Menge. 

lhre Fiihigkeit zur Dialyse ist sehr gering. Nachdem sie 
mit) kaltem Wasser vollkommen ausgewaschen ist, ist sie 
in Wasser von Zimmertemperatur fast unldslich.  Ziemlich 
leicht ist sie in verdiinnten Mineralsiituren und sehr leicht. in 


*, Nach den Untersuchungen von F. Hoppe-Seyler!) enthialt das 
Hiimatin &,82°/o Kisen. Nach Nencki und Sieber?) betriigt der Gehalt des 
Ha&matins an Eisen 9,46°/o. Nach zweien von mir ausgefiihrten Analysen 
betriigt der Gehalt des Hiimatins an Eisen 10,50° 0, sodass das von mir 

. 0,469 , 
benutzte Oxyvhimoglobin i050 100 == 4,47 °o Hamatin zu ent- 
halten hat. 

Die Analysen gaben Folgendes: 

0.6292 gr. Hiimatin lieferten 0,095 gr. Eisenoxyd =10,56°'o Eisen 

0.6427 . 0.0958 » = 10,43! 


1) I. ¢. 
2) Arch. f. exper. Path. u. Pharm. Bd. XVIII, Jahrg. 1884, 5. -40! 
Ber. d. d. chem. Ges. Bd. XVII, Jahrg. 1884, S. 2267, Bd. XVII! 
Jahrg. 1885, 8. 392. 











Aetzalkali lOslich. Sie liisst 
durch Natriumearbonat oder Ammoniak ausscheiden. Die dabei 
entstehenden Niederschliige sind in einem nicht zu grossen 


sich aus ihren sauren Lésungen 


[eberschusse der genannten Reagentien, sogar beim Erwiirmen 
und Kochen der Losung unloslich. Mit Salpetersiiure geben ihre 
<auren Losungen Niederschlige nur bei einigem Ueberschusse 
der Siiure. Dieselben lésen sich beim Erwiirmen und Kochen. 
Die sauren Losungen der Proteinsubstanz geben mit 1 Volumen 
<tarken Alkohols Niederschlige, die beim Erwiirmen und Kochen 
verschwinden und beim Erkalten wieder erscheinen. Eine kleine 
Menge von Kochsalz erzeugt in ihren sauren Loésungen starke 
Niederschlage. Diese Fiillungsreactionen sind so charakteristisch, 
dass die Proteinsubstanz des Oxvhiimoglobins als eine besondere 
Proteinsubstanz anzusehen ist. 

Die vorliufige kurze Untersuchung des Gemenges der 
stoffe, welche ausser Eiweiss und Hiimatin im Oxyhiimoglobin 
vorhanden sind, hat gezeigt, dass dasselbe zum Theil von 
Fettsiuren gebildet wird, von denen einige im Wasser léslich 
-ind, andere nicht. Einige der Fettsiituren sind mit Wasser- 
diimpfen fliichtig, andere nicht. Beim Erhitzen des Gemenges 
mit Aetznatron entwickelt sich Ammoniak. 

Schliesslich kann ich nicht umhin, Herrn Prof. A. Dani- 
lewsky meinen besten Dank auszusprechen fiir das freundliche 
Interesse an meiner Arbeit. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, XXVI. 











Die Alloxurbasen des Harnes. 
_— 


Martin Kriiger und Georg Salomon. 


(Aus der chemischen Abtheilung des physiologischen Institutes zu Berlin. 


(Der Redaction zugegangen am 2. November 1898.) 


ll. Mittheilung. 3) 

In der ersten?) tiber «die Alloxurbasen des Harnes» ver- 
Offentlichten Abhandlung waren die Resultate mitgetheilt worden. 
welche ber der Untersuchung der nach der Neubauer’schen 
Methode gewonnenen) Xanthin- und Hypoxanthinfraction der 
aus 10,000 Litern Harn stammenden Basen erhalten waren. 
Die Isolirung der in der ersteren Fraction gefundenen Ver- 
bindungen, Nanthin, Heteroxanthin, 1-Methylxanthin und 
Paraxanthin, machte bis auf die Trennung des 1-Methy!- 
xanthins vom Xanthin, fiir welche eine geeignete Methode ers! 
spiiterhin gefunden wurde, keine Schwierigkeit. Weit complicirter 
gestaltete sich die Untersuchung der Hypoxanthinfraction, zu 
welcher Guanin, Adenin, Hypoxanthin, Episarkin 
und Epiguanin gerechnet werden. Ein mit einem Theile des 
Materiales angestellter Vorversuch ergab zuniéichst, dass in der 
von uns gewonnenen Hypoxanthinfraction Korper vorhanden 
sein mussten, welche die Abscheidung der genannten, wohl- 
charakterisirten Basen in Form der freien Verbindungen oder 
schwer léslicher Salze verhinderten. Bei Anwendung von ble 


| 


1) Kin kurzer Auszug der vorliegenden Mittheilung findet sich in 
den «Sitzungsberichten der Kénigl. Preuss. Akademie der Wissensch. zu 
Berlins, 1898, IV, 20. Januar. 

2) Diese Zeitschrift, Bd. XXIV, 3. 364 ff. 
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<alzen zur Fiillung (Bleiacetat, bas. Bleiacetat, Bleiacetat plus 
Ammoniak) gliickte es, das Gemisch in einzelne Gruppen zu 
scheiden, aus welchen Adenin, Epiguanin und Hypoxanthin 
isolirt werden konnten: vor Allem wurde aber die Anwesenheit 
von noch betriichtlichen Mengen an Xanthin und 1-Methyl- 


xanthin nachgewiesen, von Kérpern, welche zur Nanthinfraction 
eehoren. 

Obwohl in unserem Falle bei der Scheidung der Alloxur- 
basen in die beiden Fractionen nach Neubauer Salpetersaure 
durchaus nicht gespart worden war, war dennoch das Ziel 
nicht erreicht. Es lag nahe, die Hypoxanthinfraction noch ein- 
mal der Behandlung mit heisser verdiinnter Salpetersiure vom 
specifischen Gewichte 1,1 zu unterziehen. Hiervon wurde aber 
aus Griinden, welche H. Huppert in der neuesten (10.) Auflage 
des Lehrbuches von Neubauer und Vogel (S. 873) erwiihnt, 
und auf welche wir am Schlusse der Mittheilung zuriickkommen 
werden, abgesehen, zumal sich im Laufe der weiteren Unter- 
suchung eine Methode ergab, welche in einfacherer Weise das 
von Neubauer erstrebte Ziel erreicht. Dieselbe beruht auf der 
bekannten Eigenschaft der Salze des Xanthins und seiner Homo- 
logen, durch Wasser leicht in die schwer lOslichen Basen und 
Siiure zerlegt zu werden, wiihrend die Salze der zur Hypo- 
xanthinfraction gehérigen Basen bestiindig und in Wasser leicht 
lOslich sind. 

Bei Durchsicht der Literatur fanden wir, dass schon 
Scherer?!) die von Liebig und Wohler?) festgestellte Schwer- 
lslichkeit des Xanthins in heisser verdiinnter Salzsaure zur 
Trennung dieser Base von Hypoxanthin und Guanin benutzt 
hat. Da Heteroxanthin und 1-Methylxanthin in tiberschiissiger 
heisser Salzsiiure leicht l6slich sind, so muss bei der Scheidung 
dieser Basen von den Korpern der Hypoxanthinfraction ein 
Ueberschuss an Siure und Erwiirmen vermieden werden. Um 
erstere Bedingung herzustellen, war es am zweckmissigsten, 
die Lésung des Basengemisches in Salzsiure zur Trockne ein- 


1) Ann. d. Chem. 112, 262. 
2) Ibid. 26, 340. 
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zudampfen. Bei der Behandlung des Riickstandes mit kalter 
Wasser durfte man dann eine ziemlich vollstiindige Zerlegung 
des Gemenges in zwei Gruppen erwarten, deren eine aus 
Xanthin, Heteroxanthin und 1-Methylxanthin besteht, deren 
andere die itibrigen Alloxurbasen des Harnes mit) Einschluss 
des i. Wasser leicht léslichen Paraxanthins enthiilt. 

Es schien zuniichst von Wichtigkeit, das Verhalten der 
einzelnen Basen fiir sich bei der Behandlung mit Salzsiiure und 
Aufnehmen des Riickstandes mit Wasser kennen zu lernen, um 
ein Urtheil tiber die Brauchbarkeit der Methode zu gewinnen. 
Ks wurden daher je O,1 gr. der einzelnen Basen nach dem 
Aufl6sen in verdiinnter Salzsiiure auf dem Wasserbade  ein- 
gedampft, dann der Riickstand noch zweimal mit Wasser ein- 
gedunstet und mit kaltem Wasser extrahirt. 

Hierbei zeigte es sich, dass der bei den Xanthinbasen, 
dem Xanthin selbst, Heteroxanthin und 1-Methylxanthin, er- 
haltene Riickstand beim Trocknen allméhlich die gebundene 
Salzsiiure verlor, sodass ein Gemenge von freier Base und 
salzsuurem Salze zuriickblieb. Beim Digeriren mit Wasser er- 
folet dann die Dissociation des salzsauren Salzes, die freie 
Base blieb ungelést, und nur ein geringer Theil derselben, 
verhiiltnissmiissig am meisten beim 1-Methylxanthin, ging in 
das Filtrat tiber. 

Gaanz anders verhalten sich die tibrigen Basen. Der Ver- 
dampfungsriickstand blieb auch nach langerem Erwiirmen grosser, 
als fiir die entsprechenden salzsauren Salze berechnet = war. 
Kr léste sich beim Adenin spielend in Wasser, beim Epiguanin 
blieb nur ein. geringer Theil ungelést, der aber nach Zusatz 
von sehr wenig Salzsiiure sofort verschwand. Beim Hvypoxanthin 
(vel. Scherer, Ann. d.Chem. 112, 262) blieb gleichfalls ein deutlicher 
Riickstand, aus freier Base bestehend, der bei miissigem Er- 
wiirmen in Losung ging und sich dann erst im Verlaufe von 
2% Stunden wieder ausschied. Wird dagegen nach dem ,Auflésen 
etwus Salzsiiure zugegeben, so tritt eine Ausscheidung nich! 
mehr ein. 

Nach diesen Vorversuchen war zu erwarten, dass eine 
Trennung des 1-Methylxanthins, welches in Wasser und selir 
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verdinnter Salzsiure am leichtesten von den genannten Xanthin- 
basen!) léslich ist, von Hypoxanthin, dessen Salze gleichfalls 
zum Theil dissociirbar sind, am meisten Schwierigkeiten machen 
wiirde. Folgender Versuch zeigt jedoch, dass beide, wenn auch 
nicht quantitativ, so doch in einer zum Nachweis derselben hin- 
reichenden Weise getrennt werden kénnen. Ein Gemenge von 
0.1370 gr. Methylxanthin und 0.1170 gr. Hypoxanthin wurde 
wie oben angegeben behandelt, der Riickstand mit Wasser ex- 
trahirt, mit modglichst wenig Wasser salzsiiurefrei, dann = mit 
Alkohol und Aether gewaschen. Der Riickstand 0.1100 gr. ent- 
hielt 33,549 0 N (anstatt 33,739 0, berechnet fiir Methylxanthin) : 
das Filtrat gab, nach dem Einengen auf 10 cem., mit Pikrin- 
siiure sofort sehr schéne Krystalle des Hypoxanthinpikrates. 

Ks war also bei diesem Versuche alles Hypoxanthin = in 
Lisung gegangen: das ist bei Verarbeitung grésserer Mengen 
von Basengemischen um so eher zu erwarten, als hier der 
Ceberschuss an Salzsiure schwieriger vertrieben werden kann 
und eine zur Verhinderung der Dissociation des salzsauren 
Hypoxanthins hinreichende Menge an Siure zuriickbleiben wird. 

Bei Anwendung des besprochenen Verfahrens darf man 
demnach hoffen, eine ziemlich vollstiindige Trennung der Xanthin- 
basen vom Adenin, Hypoxanthin und Epiguanin zu_ erzielen, 
so dass der Nachweis und die Isolirung der drei letzteren 
Korper keine Miihe mehr verursachen wird. 


Trennung der Basen der Hypoxanthinfraction. 

Der Plan fiir die Trennung der 5 in der Hypoxanthin- 
fraction gefundenen Basen, Nanthin, 1-Methylxanthin. 
Epiguanin, Adenin und Hypoxanthin, war folgender: 
Nachdem durch Behandeln der salzsauren Salze mit Wasser 
die Hauptmenge des XNanthins und 1-Methylxanthins von 
den tibrigen Basen entfernt war, sollte die salzsaure Losung 
mit Ammoniak sechwach  iibersiittigt werden, wobeit das in 
Ammoniak sehr schwer lésliche Epiguanin sich ausscheiden 


1) Unter Xanthinbasen sind nur Xanthin und seine Homologen zu 
verstehen. 














musste. Das Filtrat sollte dann nach Vertreibung des Ammoniaks 
mit Pikrinsiure zur Fiillung des Adenins versetzt und schliesslic} 
Hypoxanthin als schwer lésliches Nitrat isolirt werden. 

Der Versuch ergab die vollstandige Brauchbarkeit der 
Methode. Sie bedurfte nur insofern einer Erweiterung, als 
in dem Filtrate vom Hypoxanthinnitrat noch grdssere Mengen 
von Basen gelést) blieben. Es war dies derjenige Theil der 
Xanthinbasen, welcher’ beim Digeriren des Abdampfriickstandes 
der salzsauren Losung mit Wasser mitgelést war. 

Die nach <Ausfiihrung der fritheren Versuche?!) noch 
restirende Menge der mit Wasser zu einem Schlamm_ an- 
geriihrten Hypoxanthinfraction betrug 1475 gr. Sie wurde in 
einer 10 Liter-Flasche mit} Wasser stark verdiinnt, mit Am- 
moniak iibersiittigt, die Mischung tiichtig durchgeschiittelt und 
der Niederschlag durch Waschen mit ammoniakhaltigem Wasser, 
dann mit reinem Wasser von Salpetersiure befreit. Die Silber- 
verbindungen der Basen wurden darauf in einem 2 Liter-Rund- 
kolben mit heissem Wasser iibergossen und in der Wiirme durch 
verdiinnte Salzsiiure zersetzt. Der Augenblick der volligen Uim- 
setzung ist leicht an dem Farbenumschlag von rothlichgelb nach 
weiss und dem leichten Absitzen des Chlorsilbers zu erkennen. 
Alsdann gibt man noch die gleiche Menge der verbrauchten 
Salzsiiure hinzu, filtrirt die siedend heisse Loésung und wiischit 
das Chlorsilber mit salzsiiurehaltigem Wasser aus. 

Das ziemlich stark gelb  gefairbte Filtrat wird durch 
moglichst wenig Flemming sche Kohle entfirbt und die Thier- 
kohle durch Auskochen mit stark verdiinnter Salzsiiure von 
Basen befreit. Die vereinigten salzsauren Losungen werden 
dann in einer grossen  flachen Porzellanschale eingedamptt. 
zuletzt. bei niederer Temperatur, indem man zur schnelleren 
Vertreibung der Salzsiiure die dickliche Fliissigkeit durch Hin- 
und Herbewegen der Schale ausbreitet und einen Luftstrom 
dariiber leitet. Den syrupésen Riickstand dampft man daraut 
mehrmals mit 96°/oigem Alkohol ein, wodurch er pulverig wird: 
immerhin enthilt er noch gréssere Mengen freier Salzsaure. 


1) S. die 1. Mittheilung, S. 378. 














Der Riickstand wurde dann mit etwa 200 com. Wasser 
‘ibergossen, liingere Zeit bei 40° digerirt, dann nach mehr- 
-tiindigem Stehen in der Kiilte filtrirt, mit Wasser salzsiiuretret, 
dann mit Alkohol und Aether gewaschen. Er betrug bei 120° 
vetrocknet 20,4 gr. Das Filtrat wurde noch einmal eingedamptt 
und wie oben behandelt. Erhalten wurden noch 0.9 gr. Riick- 
stand, demnach im Ganzen 21,30 gr. XNanthin und seine 
Homologen. 

Das salzsaure Filtrat) (von 0,9 gr.) wurde heiss mit 
Ammoniak iibersiittigt und durch Filtration vom ausgeschiedenen 
Kisenhvdroxvd befreit. Beim Erkalten scheidet sich das Epi- 
vuanin in den friither beschriebenen gliinzenden Prismen aus. 
Keim Einengen des Filtrates wurde noch eine geringe Menge 
derselben Base erhalten. Die Gesammtmenge wurde in wenlg 
Natronlauge gelést und durch Neutralisiren mit Salzsiiure wieder 
ausgefallt. Erhalten wurden 2,29 gr. Epiguanin. 

Die Trennung des Epiguanins von den iibrigen Basen 
ist als eine vollstiindige anzusehen, da es selbst in ammoniak- 
haltigem Wasser, wie erwihnt, sehr schwer loéslich ist. 

Nach Entfernung des Epiguanins wurde die LOsung zur 
Vertreibung des Ammoniaks auf dem Wasserbade eingedampft, 
dann mit Wasser auf 500 cem. verdiinnt. Zu dieser Lésung 
wurde eine abgekihlte 1°/oige L6sung von Pikrinsiiure in 
kleinen Portionen so lange hinzugegeben, als noch ein Nieder- 
<chlag entstand, darauf sofort filtrirt und mit kaltem Wasser 
gewaschen. Auf diese Weise, also unter Vermeidung eines 
grossen Ueberschusses von Pikrinsiiure, gelingt eine Trennung 
des Adenins vom Hypoxanthin sehr leicht, da das Adenin in 
der Kilte selbst aus stark verdiinnten L6sungen sofort getillt 
wird. Wendet man dagegen einen Ueberschuss von Pikrin- 
siure an und liisst liingere Zeit stehen, so scheidet sich, wie 
C. Wulff!) gezeigt hat, daneben ein Theil des ziemlich schwer 
loslichen Hypoxanthinpikrates aus. Erhalten wurden 6,20 gr. 
Adeninpikrat. Zur Gewinnung des in Loésung  gebliebenen 
Adeninpikrates wurde die Mutterlauge auf etwa 150° ccm. 
eingedampft, mit 100 ccm. Pikrinsiiurelésung versetzt, schnell 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XVII, 5. 449. 
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abgekiihlt und sofort filtrirt. Es schieden sich noch 0,23 gr. 
Pikrat aus, so dass in Summa 6,43 gr. Adeninpikrat er- 
halten wurde. 


Ks wurde versucht, aus dem Filtrate vom pikrinsauren 
Adenin das Hypoxanthin gleichfalls in Form des Pikrates zu 
isoliren. Thatsiichlich entstand nach dem Zusatz einer stiirkeren 
Pikrinsiurelésung und liingerem Stehen ein reichlicher, schwerer 
und kornig krystallinischer Niederschlag, der seinem Stickstoft- 
gehalte nach pikrinsaures Hypoxanthin war; doch gelang es 
auch durch Umkrystallisiren nicht, denselben in den charak- 
teristischen Formen zu erhalten. Es entstanden nur kugelige 
Aggregate von Krystallen. Diese Beobachtung, dass Hypoxanthin- 
pikrat bei Anwesenheit anderer Basen an Krystallisations- 
fihigkeit verliert, wurde des Ofteren gemacht. 

Das Filtrat vom pikrinsauren Adenin wird daher zweck- 
miissig nach dem Versetzen mit Schwefelsiiure durch Schiitteln 
mit Benzol von Pikrinsiiure befreit, mit Ammoniak im Ueber- 
schuss und dann zur Fillung der Basen mit ammoniakalischer 
Silberlésung versetzt. Aus dem = gewaschenen Niederschlag 
wurden die Basen durch Schwefelwasserstoff befreit und durch 
Kindampfen des Filtrates und Trocknen des Riickstandes 13 gr. 
derselben erhalten. Je 3 gr. wurden in 100 ccm. verdiinnter 
Salpetersiiure (90 com. Wasser + 10 ccm. concentrirte 
Salpetersiiure vom spec. Gew. 1,4) in der Warme_ gelost. 
Beim Erkalten schieden sich sehr schnell die wetzsteinfOrmigen 
Krystalle des Hypoxanthinnitrates aus. Das Priiparat machte 
unter dem Mikroskop den Eindruck einer vollig einheitlichen 
Substanz. Es wurde mit verdiinnter Salpetersiiure der genannten 
Concentration, dann mit Alkohol und Aether gewaschen. Au- 
den 13 gr. Riickstand wurden 8,45 gr. lufttrockenes Hypo- 
xanthinnitrat erhalten. 

Ueber die weitere Verarbeitung des Filtrates vom Hypo- 
xanthinnitrat siehe unter V. ; 

Der Uebersicht halber mégen die Mengen der bisher er- 
haltenen Produkte zusammengestellt werden : 
|. 21,30 gr. Xanthin und Homologe. 

H. 2,29 gr. Epiguanin. 
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ll. 6,43 gr. Adeninpikrat. 
IV. 8,45 gr. Hypoxanthinnitrat. 
V. Filtrat vom Hvypoxanthinnitrat. 


I. Xanthin und Homologe (21,3 gr.) 


Wie in der ersten Mittheilung gezeigt, gelingt eine Trennung 
des 1-Methylxanthins vom Xanthin nicht durch Behandeln mit 
Wasser, theilweise nur bei Anwendung von basischem Blei- 
acetat. Verdiinnte Salpetersiiure, in welcher 1-Methylxanthin 
leicht, XNanthin dagegen schwer lodslich ist, fiihrt sehr glatt 
zum Ziele. 

Loslichkeit des Xanthins in verdiinnter Salpetersaure: 
1.0.5 gr. Xanthin, aus Guanin dargestellt, wurde mit 100 ccm. verdiinnter 
~alpetersiure (80 ccm. Wasser +- 20 ccm. concentrirte Salpetersiure) 
; stunden auf einer Schiittelmaschine geschiittelt. Vom Filtrate wurden 
25 cem., nach Neutralisation mit Ammoniak, mit Kupfersulfat und Natrium- 
hisulfit gefallt. Bei einer N-Bestimmung des Niederschlages nach Kjel- 
dahl wurden 4,55 ccm. ‘10 N.-Oxalsiure verbraucht. 2. Das riickstindige 
Xanthin wurde noch einmal in derselben Weise behandelt. Verbraucht 
fiir 25 cem. des Filtrates (nach Behandlung wie oben) 4,50 cem. '10 N.- 
(xalsaure. 

Nach Versuch 1 ist die Léslichkeit des freien Xanthins in 
verdinnter Salpetersaure (80 ccm. Wasser + 20 ccm. concentrirte 
salpetersaure) 1 gr. : 1445 ccm. 

Loslichkeit des 1-Methylxanthins in verdiinnter Sal- 
petersaure: 0,2 gr. der Base lésen sich leicht in 10 ccm. Salpetersaure 
derselben Concentration und bleiben auch nach mehrtagigem Stehen 
gelost. 

Die Trennung des Xanthins vom 1-Methylxanthin wird in 
foleender Weise ausgefiihrt: Je 3 ger. des Gemisches werden 
in 25 ecem. N.-Natronlauge in der Wiarme gelést: die nach 
Zusatz des gleichen Volumens Wasser auf 60° erwirmte Losung 
wird in ein kaltes Gemisch aus 20 ccm. concentrirter Salpeter- 
saure und 30 cem. Wasser langsam und unter stetigem Um- 
riihren eingegossen. Kiihlt man darauf die Fliissigkeit in kaltem 
Wasser, so tritt sehr bald eine reichliche, voluminése Aus- 
<-heidung ein, die unter dem Mikroskope aus zu Rosetten ver- 
cinigten feinen Niidelchen besteht, wiihrend  salpetersaures 
Xanthin sich in reinem Zustande als schweres Krystallpulver 
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niederschlagen soll, das zu Drusen vereinigte bliattchen zeigt. 


Der Niederschlag wurde nach mehrstiindigem Stehen (bei etwas 
t’) abfiltrirt. Zur weiteren Reinigung wurden je 3 gr. des 
lufttrockenen, rohen Xanthinnitrates mit wenig Wasser iiber- 
gossen, die Mischung mit Natronlauge in der Kiilte neutralisirt. 
dann auf 60° erwiirmt und das freie Xanthin durch weitere, 
Zusatz von Natronlauge in Lésung gebracht. Die mit Wasser 
auf 50 com. verdiinnte und auf 60° erwiirmte Lésung wurde 
dann wieder, wie oben angegeben, in ein kaltes Gemisch aus 
20 com. Concentrirter Salpetersiiure und 30 com. Wasser all- 
miihlich eingetragen. Der nach mehrstiindigem Stehen in der 
Kiilte erhaltene Niederschlag wurde noch ein drittes Mal in 
derselben Weise behandelt. Nunmehr schied sich das_ salpeter- 
saure XNanthin in der gewiinschten Form ab: das schwere 
Krvystallpulver zeigte unter dem Mikroskope durchgehends eine 
vollkommen gleichartige Beschaffenheit und war in Folge der 
Behandlung mit Salpetersiiure rein weiss. 

Zur Darstellung des freien Xanthins wurde das Salz in 
Ammoniak gelést und die Lésung nach dem Filtriren ein- 
gedampft. Hierbei schied sich die Base in amorphen Krusten 
aus. Der Riickstand wurde mit kaltem Wasser gewaschen, 
dann mit Alkohol und Aether. Er betrug, ber 130° getrocknet, 
4,20 gr. Die Analyse ergab: 


1. 0.097 gr. Substanz, bei 150° getrocknet, verbrauchten nach 
Kjeldahl 24.3 cem. ‘10 N.-Oxalsaure. 
2. 0.0961 gr. Substanz. bet 150° getrocknet, verbrauchten nach 
Kjeldahl 24,25 cem. ‘10 N.-Oxalsaure. 
3. O2481 gr. Substanz, bei 150° getrocknet: 03600) gr. CO, 
0.0637 gr. H,O. 
Berechnet fiir C,H,N,O,: © = 39,47 °'o, H = 2,63 %0, N = 36,84 0. 
Gefunden: € = 39.57 0, H = 2.85 9/o, N = 36,51 ° o, 36,78 °/o. 


Somit ist hier zum ersten Male Xanthin in reinem Zu- 


stande aus Harn isolirt worden. 


Methylxanthin. 


Die vereinigten salpetersauren Filtrate vom Xanthinnitrat 
wurden zur Gewinnung des 1-Methylxanthins mit Ammoniak 
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jibersiittigt und eingedampft, wobei sich die Base in den friiher 


: beschriebenen, zu Drusen vereinigten, atlasglinzenden Blattchen : 
. yee ° © onl < y - : 
: ausschied. Der Kérper wurde in 3,3°oiger Natronlauge gelost , 


. da withrend 24stiindigen Stehens bei gewohnlicher Tem- 
peratur keine Ausscheidung erfolgte, konnte Heteroxanthin nicht 


beigemengt sein — und die Lésung heiss mit verdiinnter Salz- 
[ | siiure ganz schwach angesiiuert. Das 1-Methylxanthin fiel als 


schweres, aus Rosetten bestehendes, nur wenig gliinzendes 


. Krystallpulver nieder. Die Menge desselben betrug nach dem 
; | Auswaschen mit Wasser, Alkohol und Aether und nach dem 
j Trocknen bei 100° 11,27 gr. Es musste — entsprechend der 
: Loslichkeit des Xanthins in Salpetersiiure noch Xanthin 
. enthalten: doch kann der Gehalt an letzterem, wie aus der 
, Analyse und vor Allem aus den N-Bestimmungen zu ersehen 


ist, nur gering gewesen sein. Die Analyse ergab: 


1. 0.1076 gr. Substanz. bei 130° getrocknet, verbrauchten nach 
Kjeldahl 26,00 cem,. ‘10 N.-Oxalsiiure. 
2. 0.1020 gr. Substanz, bei 130° getrocknet, verbrauchten nach 
Kjeldahl 24,6 ccm. ‘10 N.-Oxalsiure. 
3. 0.1622 ger. Substanz, bei 130° getrocknet: 0.2560 gr. CO, 
0.0595 gr. H,O. 
C.H,N,O,. Berechnet: C == 45,37 °/o, H = 3,61 °/o, N = 33,73 °/o. 
Gefunden: C = 43,04 °/o, H = 3,80 °'0, N = 33,83 °/o, 33,76 Jo. 


Oo 
> 


Da die Mutterlaugen vom 1-Methylxanthin noch gréssere 
Mengen an Basen enthielten, wurden sie mit ammoniakalischer 
| Silberlédsung behandelt und der Niederschlag in der tiblichen 
| Weise zersetzt. Die durch Eindampfen der schliesslich erhaltenen 
Wisserigen L6sung gewonnenen Basen wurden in der 15fachen 
Menge 3.3 °/oiger Natronlauge gelost. Nach liingerem Stehen 
in der Kilte sehied sich Heteroxanthin-Natrium aus, dessen 
Menge, nachdem es mit Natronlauge, Alkohol und Aether ge- 
waschen war, 1,84 gr. (entsprechend 1,1 gr. freien Hetero- 
xanthins) ausmachte. Aus dem Filtrate vom Heteroxanthin- 
Natrium konnten durch Neutralisation mit Salzsiiure noch 


3,2 gr. 1-Methylxanthin isolirt werden. 


0.1135 verbrauchten nach Kjeldahl 27,25 ccm. ‘10 N.-Oxalsiiure 
Berechnet fiir C,H,N,O,: N 33,73 ° 0; gefunden N 33,61 °/o. 
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Loslichkeit des Heteroxanthin-Natriums in verdiinnte, 


i 


Natronlauge: 

1. 0.6 gr. Heteroxanthin-Natrium wurden mit 50 cem. 3,3 ° vice; 
Natronlauge 2'/e Stunden auf der Schiittelmaschine geschiittelt. \j: 
25 ccm. des Filtrates wurde eine N-Bestimmung nach Kjeldahl aus- 
gefiihrt. Verbraucht 2,95 cem. '/1o N.-Oxalsiure. 

2. Der Riickstand wurde noch einmal mit 50 cem. 3,3 °Joiger 
Natronlauge 3/2 Stunde geschiittelt. Verbraucht wurden auf 45 cem. des 
Filtrates 5,15 cem. ‘10 N.-Oxalsiiure. 

Demnach ist die Léslichkeit des Heteroxanthin-Natriums auf freic 
Base berechnet: 1. 1: 2050. 2. 1: 2105, im Mittel 1 gr.: 2077 cen 
3.3 °0iger Natronlauge. 

Loslichkeit des Heteroxanthin-Silbernitrats in Salpeter- 
siiture vom specifischen Gewicht 1,1. 1 gr. Heteroxanthin-Silber- 
nitrat wurde mit LOOcem.Salpetersiiure vom specifischen Gewicht 1,1, welche 
| gr. Silbernitrat enthielt, 6'4 Stunden lang auf der Schiittelmaschine ge- 
schiittelt. In 50 cem. des Filtrates wurde Heteroxanthin-Silber durch 
schwaches Uebersiattigen mit Ammoniak ausgefallt, der Niederschlag voll- 
stiindig mit reinem Wasser ausgewaschen und der N-Gehalt desselben 
bestimmt. Verbraucht 4,27 cem. t/1o N.-Oxalsiiure. Demnach ist die 
Loslichkeit des Heteroxanthin-Silbernitrates (berechnet auf freies Hetero- 
xanthin) in Salpetersiiure von 1,1 specifischem Gewicht 1 gr. : 2820 ccm. 

Fraction I, bestehend aus 21,80 gr. = 20,73 gr. asche- 
freier Substanz, enthielt nach den mitgetheilten Resultaten 
4,20 gr. Xanthin, 1,1 gr. Heteroxanthin und 15,43!) gr. 
1-Methylxanthin. 

Il. Epiguanin (2,29 gr.). 

Die zur Verfiigung stehende Menge an Epiguanin soll zur 
Ermittelung der Zusammensetzung dieses Korpers dienen, wo- 
ruber wir demniichst berichten werden. 

Hl. Adeninpikrat (6,43 gr.) 

Der Zersetzungspunkt des Adenin-Pikrates lag bei 273°: 
reines Adeninpikrat zersetzt sich bei 279—281°. Die Analyse ergab: 

0.1162 gr. Substanz, nach vorhergehender Reduction der Pikrin- 
siiure mit Salzsiiure und Zinnchloriir, verbrauchten nach Kjeldahl 
25,559 cem. ‘10 N.-Oxalsiiure. 

Berechnet fiir C,H;N,-C,H,(NO,),. OH : N 30,77 %0; gefunden: 30,78” ». 


1) Die Zahl 15,43 gibt die Differenz zwischen 20,73 und (4,20-+-1,1) an. 
lsolirt wurden (s.8.359) 11,27--3,2— 14,47 gr. 1-Methylxanthin. Da aber in de: 
Mutterlauge und im Waschwasser von den 3,2 gr. noch betriachtliche Menger 
von 1-Methylxanthin gelist blieben, so ist 15,43 gr.als die richtigere Zahl an- 
zusehen. 
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Zur Gewinnung der freien Base wurden 3.0 gr. des Pikrates 
mit verdiinnter Salzsiiure in der Wirme gelOst und die heisse 
Lisung durch Toluol von Pikrinsiiure befreit. Nach dem Ein- 
dampfen der salzsauren Losung schied sich aus der concentrirten 
Lisung das Chlorhydrat in den charakteristischen, gerade ab- 
vestumpften Prismen aus. Dasselbe wurde in Wasser unter 
Zusatz von Ammoniak im geringen Ueberschuss gelést und 
durch Einleiten von Kohlensiiure freies Adenin in oktaédrischen 
Krystallen erhalten. Die Analyse ergab: 

O1090 gr., bei 120° getrocknet, verbrauchten nach Kjeldahl 
0.3 cem. t/1o N.-Oxalsaure. 

Berehnet fiir CSH,N, : N 51,85 ° 0, gefunden: N 51,76 °o. 

Das aus dem freien Adenin§ dargestellte Sulfat zeigte 
wiederum?!) die Zusammensetzung (CjH.N,),.H,SO, + 2H,0. 
Wir unterlassen die Angabe der Analyse, da schon in der ersten 
Mittheilung die Identitiit des aus Harn stammenden Adenin- 
sulfates mit dem Sulfate des Adenins aus Theeextract be- 
wiesen war. 


IV. Hvpoxanthinnitrat (8,45 gr.). 

Wie schon die mikroskopische Untersuchung des Priiparates 
vermuten liess, war das Hypoxanthinnitrat rein. Die Analvse 
ergab : 

1. 0.1596 gr. verloren bei 105° 0,0130 gr. und verbrauchten 
nach Kjeldahl?) 36,40 cem. 1/10 N.-Oxalsiiure. 


2. 0.2420 gr. verloren bei 105° 0.0201 gr. 
serechnet fiir C,SH,N,O.HNO,-+- H,O:  H,O 8.29%, N 32.26°'o. 
Se: HO 8,150, 8,31%o, N 31,93%o. 


Salpetersaures Hypoxanthin, welches aus dem im Thee- 
extracte vorkommenden Adenin dargestellt war, zeigte dieselbe 
/\isammensetzung. 

1. 0.1656 gr. lufttrockene Substanz verbrauchten nach 
Kjeldahl 37,95 cem. 3/10 N.-Oxalsiiure. 

2. OA151 gr. verloren bei 120° 0.0103 gr. Bei dieser 


Analyse war die Temperatur versehentlich auf 120° gestiegen 
a ) 


Z 1) Vergl. I. Mittheilung, S. 393. 
: -| M. Kriiger, Ber. d. d. chem. Ges. Bd. XXVII, S. 1633. 
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infolge dessen hatte das Salz wohl etwas Salpetersiure yer- 


loren. 
Berechnet: H,O 8.29%, N 32.26°%o. 
Gefunden: H,O §.95°/o, N 32,0820. 


Loslichkeit des Hypoxanthinnitrates in verdiinnter 
Salpetersiure: 1 gr. Hypoxanthinnitrat aus Harn wurde 4 Stunden 
mit 60 ccm. verdiinnter Salpetersiure (90 ccm. Wasser —- 10 cem. con- 
centrirter Salpetersiiure vom specifischen Gewichte 1,4) geschiittelt. In 
Je 25 cem. des Filtrates wurde einmal die Base mit Kupfersulfat und 
Natriumbisulfit, das andere Mal mit ammoniakalischer Silberlésung aus- 
eefallt und in den Niederschligen der N-Gehalt bestimint. 

Verbraucht 1. bei der Kupferfillung 7,80 ccm. ‘10 N.-Oxalsiure. 
2. ber der Silberfallung 7.70 cem. 

Nach 1. ist die Loéslichkeit des Hypoxanthinnitrates (auf freie 
Base berechnet) in verdiinnter Salpetersiiure (90 ccm. : 10 ccm.) 1 gr: 
940 com. 

Das Hypoxanthinnitrat eignet sich demnach wegen seiner 
Schwerléslichkeit in Salpetersiiure sehr wohl zur Abscheidung 
dieser Base. 

Hvpoxanthinpikrat, aus dem_ salpetersauren  Salz 
durch Umsetzen mit Pikrinsiiure gewonnen, schied sich sofort 
in den schénen, tafelf6rmigen Krystallen aus. Seine Loslichkeit 
in Wasser. welche als 1: 400 angegeben war, ist nach genauen 
bestimmungen noch etwas geringer. 

Léslichkeit des Hypoxanthinpikrates in Wasser: 

1. Hypoxanthinpikrat aus Harn: 0.5 gr. des Pikrates wurden 
2 Stunden mit 60 cem. Wasser auf der Schiittelmaschine geschiittelt: 
50 cem. des Filtrates hinterliessen bei 100° 0.1012 gr. Der Filterriick- 
stand wurde noch einmal 3 Stunden mit 60 cem. Wasser geschiittelt: 
50 cem. hinterliessen 0.1019 gr. 

2. Hypoxanthinpikrat aus Adenin des Theeextractes: 
Bei gleicher Behandlung wurden die Verdampfungsriickstaénde 0,1100 gr. 
und O,1106 
Hypoxanthinpikrates in Wasser: 


vr, erhalten. Hiernach ist die Léslichkeit des wasserfreien 


1. aus Adenin dargestellt = 1 gr.: 492 cem. 
2. aus Harn > = 1 gr.: 453 


Hypoxanthinnatrium: Zur Darstellung des_ freien 
Hypoxanthins wurde ein Theil des salpetersauren Hypoxanthin- 
aus Harn in Soda gelést und die geringe Gelbfarbung der 
Losung durch Aufkochen mit wenig Eisenvitriol entfernt. Bein 












Kindampfen des Filtrates wurden statt des erwarteten amorphen 
Hypoxanthins lange prismatische, wenig gliinzende Krystalle 
erhalten, welche, abfiltrirt, mit wenig Wasser, Alkohol und 


Aether gewaschen, ein weisses glanzloses Krystallpulver dar- 


-tellten. Sie losten sich leicht in Wasser mit stark alkalischer 
Reaction. Der Analyse nach war es das bisher nicht beschriebene 
Hypoxanthinnatrium. Wie aus der Darstellungsweise des Salzes 
hervorgeht, hat Hypoxanthin die Fihigkeit, Sodalésung in der 
Wiirme unter Kohlensiiureentwicklung und Bildung seines Na- 
triumsalzes zu zersetzen. Die Analyse des Salzes ergab: 

1. 0.1494 er. verloren, bis auf 150° erwirmt. nicht an Gewicht und 
verbrauchten nach Kjeldahl 36.7 cem. 4/10 N.-Oxalsiure. 

2. 0.1355 gr. gaben, mit Schwefelsiiure eingedampft und gegliiht, 
O0611 gr. Na,sO,. 


Berechnet fiir: Gefunden: 
CH,N,O Na: N 35.45 ° 0), N 34.399 0, 
Na 14.56? o, Na 14,61° »o. 


Die Substanz war jedenfalls noch durch Soda verunreinigt, 
daher der zu miedrige Gehalt an Stickstoff. 

Hvypoxanthin. Das aus der Natriumverbindung durch 
Salmiak erhaltene freie Hypoxanthin — stellte ein undeutlich 
krystallisirendes Pulver dar. Die Analyse ergab: 

0.1084 gr. verbrauchten nach Kjeldahl 31.75 cem. ‘/10 N.-Oxalsiiure. 

Berechnet fiir CJH,N,O:N 41.17% 0; gefunden: N 41,00° 5. 

Fiir das Hypoxanthin ist die folgende Reaction noch be- 
sonders charakteristisch. Das Hypoxanthinnitrat lost) sich, wie 
oben erwihnt, schwer in verdiinnter Salpetersaure, ist aber 
leicht léslich in Wasser und wird demnach aus dieser Losung 
durch Zusatz von starker Salpetersiiure sofort ausgefallt, und 
zwar als schweres Krystallpulver, bestebend aus vierseitigen 
blattchen von tonnenformiger Gestalt. Die Vermuthung, dass 
hier ein Salz mit anderem Krystallwassergehalt vorliegt, wurde 
nicht bestiitigt. Es zeigte dieselbe Zusammensetzung wie das 
in Wetzsteinformen krystallisirende Salz. 

0.2236 gr. verloren bei 105° 0.0182 gr. 

Berechnet fiir C,H,N,O.HNO,+H,O:H,O 8.29% 0; gefunden: H,O 8.14" 

Dasselbe Verhalten der wiisserigen Losung eines salpeter- 
auren Salzes gegen Salpetersiiure wurde von M. Kriiger und 
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C. Wulff?) bei einer neben Epiguanin im Harn von Irrenkranken 
gefundenen Base constatirt, welche in Form des Pikrates isolir 
war. Dariiber ist Folgendes gesagt: «Das salpetersaure Salz 


ist gleichfalls (wie das salzsaure und schwefelsaure Saiz) in 
Wasser leicht l6slich, scheidet sich aber, und das ist charak- 
teristisch fiir die neue Base, sofort auf Zusatz von Salpeter- 
suure im Ueberschuss in kleinen vierseitigen Bliattchen aus. 
welche hiiufig in Folge von Aussenbiegung zweier Kanten. ein 
tonnenformiges Aussehen haben.» Die auffallende Ueberein- 
stimmung in der Reaction, die Gleichheit der Krystallform des 
ausgeschiedenen Salzes liessen keinen Zweifel, dass bei den 
damaligen Versuchen Hypoxanthin vorgelegen hatte, auf welches 
auch die tibrigen Eigenschaften hinweisen. Wenn das’ Pikrat 
nicht in den charakteristischen Krystallen, sondern nur in 
kugeligen Aggregaten erhalten war, so stimmt das vollkommen 
mit der wiederholt (s. oben) beim Hypoxanthinpikrat gemachten 
beobachtung tiberein, bei Anwesenheit anderer Basen nur un- 
vollkommen zu krystallisiren. An der geringen Menge Substanz, 
welche in Form des salpetersauren Salzes noch zur Vertiigung 
stand, konnte die Identitiit mit) Hypoxanthin leicht festgestellt 
werden. Das Salz léste sich leicht in Wasser, fiel auf Zusatz 
von concentrirter Salpetersiiure sofort in vierseitigen blattchen 
aus, welche sich beim Umkrystallisiren aus der Mutterlauge in 
wetzsteinformige Krystalle umwandelten. Die Losung des ab- 
liltrirten, mit) Alkohol und Aether gewaschenen Nitrates 1 
11° oiger wiisseriger Pikrinsiure schied beim Erkalten = da- 
Hypoxanthinpikrat in makroskopischen, tafelf6rmigen Krvystallen 
aus, 


V. Filtrat vom Hypoxanthinnitrat. 


Es blieb noch iibrig, die im Filtrate von 8,45 gr. Hypo- 
xanthinnitrat enthaltenen Basen zu isoliren und zu untersuchen. 
Die Trennung derselben bereitete keine Schwierigkeiten, di 
nur noch ein geringer Rest von Hypoxanthin und diejenige 
Menge der Xanthinbasen, welche bei der Digestion des salz- 
sauuren Abdampfriickstandes der Gesammtmenge der Basen mi! 


1, Verh. der physiolog. Ges. zu Berlin, 1894, 3. Aug. 
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\Vasser In Losung gegangen war, darin enthalten sein konnte. 
fs war nur nothig, das Abdampfen mit Salzsiiture und Ex- 
rrahiren mit Wasser noch einmal zu wiederholen. 

Da die salpetersaure L6sung gréssere Mengen von Kalk 
enthiell, so wurde dieser zuniichst nach schwachem Uebersiittigen 
mit Ammoniak durch Ammoncarbonat ausgefallt (erhalten 
2.2 gr. Calciumearbonat): dann wurden die Basen durch am- 
moniakalische Silberlosung gefillt, die Silberfiillung durch Salz- 
siiure zersetzt, die LoOsung eingedampft, der Riickstand mit 
kaltem Wasser extrahirt und das Ungeléste mit Wasser salz- 
<iurefreil, dann mit Alkohol und Aether gewaschen. 

a) Untersuchung des Ungelésten. Der ungeldste 
Theil der Basen wurde mit 3,3° oiger Natronlauge in der 
Wiirme gelést: beim Erkalten schieden sich 2,10 gr. Hetero- 
xanthinnatrium (entsprechend 1,25 gr. Heteroxanthin) aus. Aus 
dem Filtrate wurden durch Neutralisiren mit Salzsiiture 2,2 gr. 
|-Methvlxanthin gewonnen. Das nunmehrige Filtrat  enthielt 
uur geringe Mengen an Basen, deren weitere Verarbeitung 
nicht mehr lohnend schien und welche jedenfalls noch Methyl- 
xanthin waren. 


Analyse des Heteroxanthinnatriums. 
0.3102 gr. Substanz verloren bei 120° 0.0955 gr. und gaben, mit 
~chwefelsaure eingedampft und gegliiht, 0.0804 gr. Na SO,. 


Berechnet fiir: Gefunden: 
: C,H,N,O,- Na + 5H,0:H,O 32,27°/o H,0 30,80 °/o 
; C,H;N,O,- Na Na 12,24°'o Na 12,13°/o 


Das Heteroxanthinnatrium war nach dem Auswaschen 
' tit Alkohol und Aether nicht unmittelbar, nachdem es luft- 
: t'rocken geworden war, analvsirt worden, sondern hatte liingere 
Zeit tiber Schwefelsiture gestanden: hierbei ist Krystallwasser 
ubgegeben worden. Einer persénlichen Mittheilung des Herrn 
Prof. Gottlieb zufolge haben Bondzynski und Gottlieb*) ihr 
mit 4 Molekiilen Wasser krystallisirendes Salz durch Trocknen 
ber Schwefelsiiure erhalten, wihrend wir (vergl. die 1. Mit- 
‘heilung, S. 369 und 370) die Zusammensetzung des mit 5 Mole- 

1, Ber. d. deutsch. chem. Ges., XXVIII, S. 1113 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXVI. 
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kiilen krystallisirenden Salzes am lufttrocknen Priiparate ep- 
mittelt hatten. 
Analyse des 1-Methylxanthins: 
0.1047 gr. verbrauchten 25.1 cem. ‘10 N.-Oxalsiiure (nach Kjeldah| 
Berechnet fiir Gefunden : 
C,H,N,O,: N 33,73%o N 33.56% 0 

b) Untersuchung des wisserigen Auszuges. Das 
salzsaure Filtrat von Heteroxanthin und 1-Methylxanthin wurde 
zur Beseitigung der Salzsiure mit ammoniakalischer Silber- 
losung versetzt, die Fillung durch Schwefelwasserstoff zersetzt 
und der Abdampfriickstand des Filtrates mit 25 ccm. Salpeter- 
siiure (YO com. Wasser -+ 10 ccem. cone. Salpetersiiure) aul- 
genommen: beim Erkalten schieden sich noch 0,69 gr. Hypo- 
xanthinnitrat aus, welches sich nach der Analyse als _ rein 
erwies. 

Das Filtrat gab mit ammoniakalischer Silberl6sung noch 
reichliche Fillung. Die aus dem Silberniederschlage —isolirte 
Base krystallisirte beim Eindampfen in den fiir Paraxanthin 
charakteristischen Krystallen, gab unter dem Mikroskope sehr 
schon die Natriumverbindung und aus dieser durch Zufiigen 
von Salmiak die freie, in sechsseitigen Bliittchen krystallisirende 
Base. Die Gesammtmenge des durch Eindampfen erhaltenen 
Riickstandes, somit der letzte Rest der Basen, betrug 
1.02 gr. Er wurde, da unter dem Mikroskope nur geringe 
Verunreinigungen wahrzunehmen waren, als Paraxanthin 
in Rechnung gebracht. 


Die Mengen der einzelnen Basen, welche in den zur vor- 
liegenden Untersuchung angewendeten 1475 gr. der Hypo- 
xanthinfraction enthalten waren, sind die folgenden: -: 

Xanthin 4,20 gr., Heteroxanthin 2,35 gr» 1-Methylxanthin 
17,63 gr., Paraxanthin 1,02 gr., Hypoxanthin 5,73 gr., Adenin 
2.385 gr., Epiguanin 2,29 gr. 

Da die Gesammtmenge der Hypoxanthinfraction 2187 gr. 
betragen hatte, so sind die einzelnen Werthe mit dem Facto! 
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2187: 1475 = 1.483!) zu multipliciren und ergeben sich mithin 
die Zahlen : ) 
Xanthin 6,23 gr., Heteroxanthin 3,485 gr., 1-Methylxanthin | 
26.145 gr., Paraxanthin 1,513 gr., Hypoxanthin 8,50 gr., Adenin 
3.54 gr.. Epiguanin 3,40 gr. 
Rechnet man endlich hierzu die in der Xanthinfraction *) 
cofundenen Mengen: Xanthin 3,88 gr., Heteroxanthin 18,86 gr., 
|-Methylxanthin 5,14 gr., Paraxanthin 13,80 gr., so sind aus 
den 10000 1. Harn in Summa erhalten worden: 
Xanthin 10.441 gr... Heteroxanthin 22,345 gr., 
'-Methylxanthin 31,285 g¢r.. Paraxanthin 15,31 gr., 
Hypoxanthin 8,50 gr.. Adenin 3,54 gr., Epiguanin 
340 er. 


— 


1-Methylxanthin. 


Das neue, im Harn gefundene Methylxanthin gab bei dem 
direkten Vergleich mit dem von E. Fischer und Fr. Ach 4) 
=vnthetisch dargestellten 3-Methylxanthin§ véllig abweichende 
Reactionen: da es ferner auch nicht mit dem Heteroxanthin 
(7-Methylxanthin) identisch war, so konnte es nur das bisher 
unbekannte 1-Methylxanthin sein. 

Die Verschiedenheit des neuen Methylxanthins von 3-Me- 
thylxanthin wurde bei der ersten Untersuchung durch folgende 
eactionen*) festgestellt: 1. Die freien Basen zeigten ver- 
<chiedene Krystallform. 2. Das 1-Methylxanthin léste sich in 
verdiinnten Saiuren, auch in Salpetersiure, sehr leicht, das 
3-Methylxanthin bedeutend schwerer. 3. Die  salpetersauren 


1) Bei Berechnung der in den Akademieberichten (b. ¢.) ver- 
Offenthehten Zahlen fiir die Gesammtmenge der in 10000 |. Harn 
enthaltenen Basen war irrthiimlich der Factor 1,485 statt 1.483 in An- 
wendung gebracht, weshalb einige der Zahlen um Weniges zu hoch an- 
vegeben sind (vergl. unten). 

2) 1. Mittheilung, S. 376. 

%) Berichte d. deutsch. chem. Ges. XXXI, 1896. 


; 4) Vergl. E. Fischer und Fr. Ach, |. ¢.; M. Kriiger und G. Salomon, 
: Diese Zeitschrift, Bd. XXIV, S. 381—383. 


D4* 
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Salze und 4. die Silbernitrat-Doppelsalze zeigten durchaus ab- 


weichende Krystallformen. 

Auch gegen Barytwasser verhalten sich beide Basen ver- 
schieden. Das 3-Methylxanthin gibt nach E. Fischer und 
Fr. Ach (1. ©.) ein schwer lésliches krystallinisches Baryumsalz. 
Kine heisse wiisserige Loésung dieser Base gibt beim Aufkochen 
mit Barytwasser sofort einen in schénen, stark glianzenden, 
sechsseitigen, sehr diinnen Bliittchen krystallisirenden Nieder- 
schlag, welcher in kaltem Wasser fast unl6slich ist. 


Bestimmung der Léslichkeit des 5-Methylxanthinbaryumes, 
0.2 gr. 3-Methylxanthin wurden mit 50 cem. Wasser aufgekocht 
und in die heisse Fliissigkeit eine siedende Lésung von 1 gr. Barythydrat 
in 20 cem. Wasser hineinfiltrirt. Von dem mit Wasser auf 100 com. 
aufyvefiillten Gemisch wurden nach 24stiindigem Stehen 50 cem. abfiltrirt 
und in diesen eine Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl ausgefiihrt. 
Verbraucht wurden 1,35 cem. ‘/1o N.-Oxalsiiure. Hiernach ist die Lis- 
lichkeit des 3-Methylxanthinbaryums (auf freie Base berechnet) in baryt- 
haltigem Wasser gleich 1: 8924. . 
Bestimmung der Léslichkeit des 1-Methylxanthinbaryums. 

Aus einer Lésung von 0,2 gr. 1-Methylxanthin und 1 gr. Baryt- 
hydrat in 50 ccm. Wasser scheidet sich nach mehrtagigem Stehen kein 
Bryumsalz aus. 

Durch Einfiihrung einer Methylgruppe in das 1-Methy!- 
xanthin entsteht wahrscheinlich Theophyllin, bei vollstindige” 
Methvlirung wurde, wie zu erwarten war, Caffein erhalten. 

Der Versuch, das 1-Methylxanthin auf dem Wege_ tiber 
das Bromderivat durch Behandeln des letzteren mit Salzsaure 
oder alkoholischer Kalilauge in die 1-Methylharnsaure?!) tiber- 
zufiihren, welche durch ihr schwer lésliches Magnesiumsa!z 
wohl charakterisirt ist, gelang nicht. 


Methylirung des 1-Methylxanthins. 


1. 1 gr. Methylxanthin wurde in 6 ccm. wiisseriger Normal- 
kalilauge gelist und mit 0,85 gr. Methyljodid bei 60° bis zum 
Verschwinden des letzteren geschiittelt. Die mit wenig Salz- 


1) EK. Fischer u. H. Clemm, Ber. d. deutsch. chem. Ges., XXX, 
S. 3092. 
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siiure neutralisirte Losung schied 0,42 gr. unverindertes Methyl- 
xanthin aus. Das Filtrat wurde eingedampft und der Riickstand 
nach dem Antfeuchten mit Alkohol mit Chloroform in der Wiirme 


extrahirt. Die alkoholisch-chloroformische Lésung hinterliess 
eine Substanz, welche in Chloroform allein sich schwer léste. 
Ihre Lésung in wiisserigem Alkohol schied nach 24stiindigem 
Stehen glasgliinzende siiulenformige Krystalle aus. Da dieselben 
durch unverindertes Methylxanthin noch verunreinigt waren, 
so wurde eine Analyse nicht ausgefiihrt. Der Kérper gab (ab- 
weichend vom Paraxanthin) kein schwer lésliches Natriumsalz 
mit 3,3 °/oiger Natronlauge: erst Zusatz von 33°/oiger Natron- 
lauge schied ein Salz aus. Die Silberverbindung der Base loste 
sich in heissem Ammoniak und fiel beim Erkalten in kurzen 
nadelf6rmigen Krystallen aus, wie es von A. Kossel!) fiir 
Theophyllinsilber angegeben ist. 

2. Veberfiihrung in Caffein. 1 gr. Methylxanthin wurde 
mit 20 cem. wiisseriger Normalkalil6sung und 2,8 gr. CH, 
im geschlossenen Rohre withrend 1?/2 Stunden unter hiufigem 
Umschiitteln auf 60° erwirmt. Die Losung wurde dann. ein- 
eedampft und der Riickstand mit kaltem Chloroform mehrmals 
extrahirt. Die nach dem Verdampfen des Chloroforms zuriick- 
hleibende Substanz zeigte, aus Tetrachlorkohlenstoff umkrystalli- 
sirt, die Krystallnadeln des Caffeins. Erhalten wurde 0,69 gr. 
Der Kérper gab die Reactionen des Caffeins und schmolz mit 
reinem Caffein an demselben Thermometer erhitzt bei 227° 
bis 228° (uncorr). 

0.1748 gr. verloren bei 130° 0.0144 gr. HO und verbrauchten nach 
Kjeldahl 32,78 ccm. 

Berechnet fiir C,H,,.N,O,+H,O: H,O 849° 0; N 26,41 °/o. 

Gefunden: H,O 8,24 °/o; N 26,25 %o. 


Brom -l- Methylxanthin. 


Zur Darstellung des Brommethylxanthins wird 1 gr. 
l-Methylxanthin mit der 6fachen Menge Brom 6 Stunden lang 
auf 110° erwiirmt, das Reactionsprodukt hei 130° von dem 
liberschiissigen Brom und der bromwasserstoffsaiure — befreit, 


1) Zeitschr. f. physiol. Chem., Bd. XIII, S. 298. 
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dann in concentrirte schweflige Saéure eingetragen, abfiltrir! 
und mit Wasser, Alkohol und Aether gewaschen. In krystalli- 
sirter Form erhilt man das Brommethylxanthin, wenn mar 
das Rohprodukt in 30 ccm. Wasser unter Zusatz der hin- 
reichenden Menge Natronlauge lost und die heisse Lésung in 


10 com. siedende concentrirte Salzsiiure allmé&hlich und unter 
Umrihren eingiesst. Der Kérper scheidet sich hierbei fast sofort 
als schweres Krystallpulver aus, aus Pyramiden bestehend, dic 
meistens zu garbenfOrmigen Aggregaten vereinigt sind. 

Er besitzt keine basischen Eigenschaften mehr. l6st) sich 
schwer in Wasser und verdiinnter Salzsiture und Schwefelsiiure, 
Aus der Lésung in concentrirter Schwefelsiure (bet 100°) wird 
er durch Wasser unverindert ausgeschieden. Starke Salpeter- 
siiure zersetzt ihn leicht. Er l6st sich leicht in Alkalien und 
Ammoniak: das Natriumsalz krystallisirt in sechsseitigen Blattchen. 
Das Brommethylxanthin ist bis 295° bestiindig. 

|. 0.1282 gr. Substanz, bei 130° getrocknet, verbrauchte nach Kjel- 
dahl 20.95 cem, ‘/1o N.-Oxalsiiure. 

2. 0.1463 gr. Substanz (bei 130°) gab beim Erhitzen mit concen- 
trirter Salpetersiure und Silbernitrat im offenen Kolben 0.1088 gr. Ag Br. 

3. O.1279 gr. Substanz (bei 180°) gab. nach Carius behandelt, 
W.0960 gr. Ag Br. 

t. 0.1966 gr. Substanz (bei 130°) gab, nach Carius behandelt, 
0.1478 gr. AgBr. 

Berechnet fiir C,H, BrN,O,: N 22.86% 0; Br 32,65 °%. 

Gefunden: N 22.88 °/o: Br 31.64; 31,94; 31,99° 

Der Bromgehalt des K6érpers wurde etwas zu niedrig 
gefunden, vielleicht weil ein geringer Theil des Brommethy|- 
xanthins durch Erhitzen mit Salzsiture (s. Darstellung) in die 
entsprechende Monomethylharnsiure tibergegangen war. Dennocl: 
gelang es nicht, durch 4stiindiges Erwiirmen des Brommethy!- 
xanthins mit concentrirter Salzsiiure auf 125-—130° diese 
methvlirte Harnsiiure darzustellen. Ein Theil der Substanz 
wurde vollstiindig zersetzt, da die Rohren sich unter starkem 
Druck Offneten, der Rest enthielt noch grosse Mengen an Brom. 
Auch durch Erhitzen des Brommethylxanthins mit 1 oder + 
Molekiilen alkoholischer Kalilauge auf 110° wahrend 4 Stunden 
wurde das Brom nicht herausgeschafft. Der Réhreninhalt stellte 









del 


nach dieser Zeit eine glinzende krystallinische Masse dar, 


welche das Kaliumsalz des Brommethylxanthins war. 


q Theoretischer Theil. 


In der neuesten (10.) Auflage des Lehrbuches von Neu- 
bauer und Vogel: «Anleitung zur qualitativen und quantita- 
tiven Analyse des Harns» findet sich auf S. 321—352 die An- 
vabe, dass im Harn von Menschen 10 Alloxurbasen vorkommen: 
Xanthin, Heteroxanthin, Paraxanthin, Guanin, Hypoxanthin, 
Adenin, Episarkin, Carnin, Epiguanin und eine unbekannte, 
von Kriger!) entdeckte Base. Hierzu) kommt noch das 
|-Methylxanthin (vergl. das genannte Lehrbuch S. 868). Die 
unbenannte base ist jedoch identisch mit Hypoxanthin, so dass 
die Zahl der im Harn vorkommenden Basen wieder auf 1O sinkt. 

Diese Basen sind mit Ausnahme des Guanins, Carnins 
und Episarkins bei der vorliegenden Untersuchung gefunden 
worden. Die Feststellung der Identitiit) resp. Nichtidentitat 
des Episarkins und Epiguanins muss weiteren Ermittelungen 
vorbehalten bleiben. Wenn Guanin und Carnin= nicht ge- 
funden sind, so soll damit nicht das Fehlen dieser Basen 
im Harn behauptet werden, wenn wir auch andererseits nach 
wie vor die von Pouchet erbrachten Beweise fiir das Vorkommen 
derselben als nicht geniigend betrachten kénnen. Bei Anwen- 
dung des bisher allgemein gebriiuchlichen Neubauer’ schen 
Verfahrens zur Trennung der Alloxurbasen des Harns wird 
Carnin durch die Wirkung der Salpetersiure zu Hypoxanthin 
oxydirt und Guanin durch die dabei stets auftretende salpetrige 
dure in XNanthin verwandelt. Allerdings ist) auffallend, dass 
die Gesammtmenge des Guanins auf diese Weise veriindert 
<ein soll, wiithrend doch Adenin, welches gegen salpetrige Saiure 
noch unbestiindiger ist, gefunden ist. Jedenfalls sind beziiglich 
des Vorkommens von Guanin und Carnin noch weitere Unter- 
suchungen nothig. 

Lassen die eben erwiihnten Thatsachen die Neubauer sche 
Methode als unbrauchbar, weil zu falschen Resultaten fiihrend, 





1, M. Kriiger u. €. Wulff, Du Bois’ Archiv 1894, S. 533. 














erscheinen, so zeigt auch die folgende Ueberlegung, dass sie 
bei den Mengenverhiiltnissen der Basen, wie sie von uns fiir 
den Harn ermittelt) sind, zur Zerlegung in eine Xanthin- und 
Hypoxanthinfraction nicht geeignet ist. Die Anwendung der 
Methode beruht auf der irrigen Annahme, dass die Silbernitrat- 
Doppelsalze der Basen der Xanthinfraction im Gegensatze zu 
denen der Hypoxanthinfraction leicht l6slich sind, daher die 
in allen Lehrbiichern gegebene Vorschrift, das Gemenge der 
Silberverbindungen aus méglichst wenig Salpetersiiure vom 
specifischen Gewicht 1,1 umzukrystallisiren. Thatsiéchlich sind 
aber die betreffenden Verbindungen des Heteroxanthins, des 
1-Methyvlxanthins und Xanthins gleichfalls als schwer léslich zu 
bezeichnen: so lost sich die Silbernitratverbindung von 1 gr. 
Heteroxanthin erst in 2820 ccm. Salpetersiiure vom specifischen 
Gewicht 1,1 (s. oben); die entsprechenden Verbindungen des 
1-Methylxanthins und Xanthins sind vermuthlich noch schwerer 
loslich. Um die Gesammtmenge des in unserem Falle gefundenen 
Heteroxanthins allein (22,345 gr.) als Silbernitrat-Doppelsalz in 
Losung zu halten, wiiren also nicht weniger als 63 Liter Sal- 
petersdure erforderlich gewesen. Sollte diese Menge nichts von 
der Hypoxanthinfraction aufnehmen ? 

Zweitellos ist dem allzugrossen, in die Verliisslichkeit der 
Neubauer schen Methode gesetzten Vertrauen die Schuld_ bei- 
zumessen, dass bisher die Isolirung der Basen der Hypoxanthin- 
fraction am meisten Schwierigkeit gemacht hat, das ist der- 
jenigen Fraction, welche gerade die durch ihre Krystallisations- 
fiihigkeit (Episarkin, Epiguanin), durch ihre Unléslichkeit (Guanin | 
und durch die Bildung schwer léslicher Salze (Adenin, Hypo- 
xanthin) ausgezeichneten Korper enthalt. Der Grund dafiir ist 
nunmehr ersichtlich: die Hypoxanthinfraction enthielt in allen 
Fiillen noch grosse Mengen der Xanthinfraction. 

Bei der neuen, auf dem Eindampfen der salzsauren Losung 
der vereinigten Basen und Extractionen des Riickstandes mit 
Wasser beruhenden Methode ist eine ZerstOrung und Um- 
wandlung einzelner Basen ausgeschlossen: mit ihrer Hilfe wird 
daher auch der Nachweis des Guanins und Carnins gelingen. 
Die Korper der Xanthiniraction bleiben mit Ausnahme des 




















leicht léslichen Paraxanthins so vollstindig im Riickstande, 
dass eine Scheidung der in Loésung gehenden Basen der Hypo- 
xanthinfraction glatt gelingt. Da ferner fast alle Basen in 
Form schwer loéslicher Salze isolirt werden, so erlaubt die 
Methode eine anniihernd quantitative Bestimmung derselben, 
wie es bel einer so zahlreichen Gruppe von Vertretern einer 
Kirperklasse tiberhaupt erreichbar erscheint. 


Methode zur Trennung der Alloxurbasen des Harnes. 


Da bei der vorliegenden Untersuchung zuniichst noch die 
Neubauer sche Methode angewendet war und erst allmahlich 
aus dem Studium des gegebenen Materials das neue Verfahren 
ermittelt wurde, diirfte eine zusammenhiingende Beschreibung 
desselben in der Form, wie es fiir die Isolirung der Alloxurbasen 
des Harnes allgemein anwendbar scheint, zweckmiissig sein. 

Sind die Alloxurkérper durch ammoniakalische Silber- 
lisung gefallt worden, so wird der gewaschene Niederschlag 
in einem im = siedenden Wasserbade befindlichen Rundkolben 
durch verdiinnte Salzsiiure vorsichtig zersetzt, bis die volu- 
mindsen Silberverbindungen vollstindig verschwunden sind und 
un deren Stelle sich leicht zu Boden setzendes Chlorsilber 
entstanden ist. Dann erhitzt man den Kolben iiber freiem 
Feuer, gibt die gleiche Menge der vorher verbrauchten Salz- 
siiure hinzu, filtrirt heiss und wiischt den Niederschlag mil 
stark verdiinnter Salzsiure aus. Die Hauptmenge der Harn- 
siiure bleibt bei dem Chlorsilber. 

Hat man die Alloxurkérper mit Kupfersulfat und Natrium- 
bisulfit gefallt, so wird der mit heissem Wasser gewaschene 
Niederschlag gleichfalls im Rundkolben mit Wasser erwarmt, 
durch Ammoniak schwach alkalisch gemacht, dann mit Salz- 
siure bis zur stark sauren Reaction versetzt, durch Schwefel- 
wasserstoffgas zerlegt und die Lésung heiss filtrirt. Auch hier 
Hleibt die Hauptmenge der Harnsiiure auf dem Filter. 

Das salzsaure Filtrat (sei es vom Chlorsilber oder vom 
Schwefelkupfer) wird durch méglichst wenig Thierkohle entfarbt. 
Wenn es angeht, unterbleibt die Behandlung mit Kohle besser, 
da dieselbe betriichtliche Mengen der Basen zuriickhalt, zu deren 








Wiedergewinnung mehrmaliges Auskochen mit verdiinnter Saj7- 
siure nothig ist. 

Die L6sung wird nunmehr auf dem Wasserbade moglichs 
weil eingedampft, zum Schlusse bei niederer Temperatur und 
unter hiiufigem Umschwenken der Schale oder besser wiithrend 
Dariiberleitens eines kriftigen Luftstromes. Die im) syrupéser 
Riickstande noch reichlich vorhandene Salzsiture wird dure; 
zwelmaliges Eindampfen mit Wasser und schliesshich durch, 
Kindampfen mit 96°/oigem Alkohol der Hauptmenge nach  ent- 
fernt, bis die Masse grobpulverig geworden ist.» Dieselbe wird 
mit Wasser bei 40° digerirt, nach mehrstiindigem Stehen ab- 
filtvirt, mit Wasser salzsiiurefrei, dann mit Alkohol und 
Aether gewaschen. Das Filtrat kann noch eimmal eingedamptt 
und in derselben Weise behandelt werden: jedoch bleibt beim 
Digeriren mit Wasser nur ein geringer Riickstand, der mit dem 
ersten vereinigt wird. 

Der ungeldste Theil besteht aus Nanthin, Hetero- 
xanthin und t-Methylxanthin: in die wiisserige Losung 
ychen iiber: Epiguanin, Adenin, Hypoxanthin und Para- 
xunthin, sowie eine geringe Menge von Heteroxanthin und 
l-Methylxanthin. Das neue Verfahren theilt also das Basen- 
gemisch in dieselben beiden Gruppen, welche nach der Neu- 
bhauerschen Methode erhalten werden sollen. Es diirfte daher 
zweckmiissig sein, auch hier die von G. Salomon!) eingefiihrten 
Namen: Nanthin- und Hypoxanthinfraction beizubehalten: 
nur hat man zu beriicksichtigen, dass Paraxanthin alsdann zur 
Hypoxanthinfraction gehort. 

a) Nanthinfraction: Trennung von Heteroxanthin, 
Nanthin und 1-Methylxanthin. Das Gemenge der 3 Basen 
wird in der fiinfzehnfachen Menge 3,3°,oiger, salzsiiuretreier 
Natronlauge heiss gelést. Innerhalb 24 Stunden scheidet sich 
das Natriumsalz des Heteroxanthins in reinem Zustande 
und fast vollstiindig aus. Je 60 cem. des auf 60° erwarmicn 
Filtrates werden in ein (vorher aufgekochtes) Kaltes Gemisch 
aus 20 com. concentrirter Salpetersiture und 20 com. Wasser 


1) Diese Zeitschrift. Bd. XVI. S. 207, Anm. 











angsam und unter Umrihren eingetragen. Hierbei wird der 
Rest der Harnsiiure, welcher mit den Alloxurbasen in Losung 
gegangen war (vergl. oben), zerstort und innerhalb mehrerer 
Stunden scheidet sich beim Stehen in der Kilte salpeter- 
saures Nanthin aus. Erweist) sich dasselbe unter dem 
Mikroskope noch nicht als rein, so neutralisirt man je 3 gr. 
des lufttrocknen Rohproduktes unter wenig Wasser mit Natron- 
lauge, erwiirmt, lést das freie Xanthin durch mehr Lauge, 
verdunnt auf 60 com. und behandelt die auf 60° erwirmte 
Lisung wie oben. Reines salpetersaures Nanthin = setzt- sich 
als schweres  Krvstallpulver in aus Blattchen — bestehenden 
Drusen ab. Zur Darstellung des freien Nanthins wird die am- 
momakalische LOsung des Nitrates eingedamplt, wobei sich die 
Base in amorphen Krusten abscheidet. Das 1-Methylxanthin 
wird aus dem salpetersauren Filtrate vom Xanthinnitrat durch 
Lebersiittigen mit Ammoniak und Eindampfen als atlasgliinzende 
Masse, aus mikroskopischen bliittchen bestehend, erhalten. Der 
Rest kann durch ammoniakalische Silberl6sung oder als Kupfer- 
oxvdulverbindung gefillt’ werden. 

b) Hypoxanthinfraction: Vrennung von Epiguanin, 
Adenin, Hypoxanthin und Paraxanthin. Die salzsaure, 
vom Xanthin und seinen Homologen abfiltrirte L6sung scheidet 
aul Zusatz von Ammoniak in geringem Ueberschuss sofort das 
Kpiguanin in kleinen gliinzenden Prismen aus. Das Filtrat 
wird durch Erhitzen vom Ammoniak befreit und die nicht zu 
concentrirte Lésung in der Kialte) vorsichtig mit) 1.1° o1ger 
Pikrinsiiurelésung in geringem Ueberschuss versetzt und das 
Adeninpikrat sofort mit) einer Saugvorrichtung — abfiltrirt 
Nachdem das mit Schwefelsiiure versetzte Filtrat durch Aus- 
~chiitteln mit Benzol oder Toluol von iiberschiissiger Pikrin- 
~iuure befreit ist, wird die Gesammtmenge der noch vorhan- 
denen Basen durch ammoniakalische Silberlésung oder durch 
\wuipfersulfat und Bisulfit gefiillt, der Niederschlag durch 
“chwefelwasserstoffgas zersetzt und die wiisserige Loésung 
‘cor Basen eingedampft. Je 3 gr. des trocknen Riickstandes 
werden in 100  cem.  heisser verdiinnter  Salpetersiiure 
(40 com. Wasser + 10 com. conc. Salpetersaure)  gelost. 














Keim Erkalten scheidet sich Hypoxanthinnitrat in’ reiney, 
Zustande aus. 

Das Filtrat von diesem Korper enthiilt neben geringey 
Mengen Hypoxanthin den Rest von Heteroxanthin und 1-Methy!- 
xanthin, sowie das Paraxanthin. Zu ihrer Trennung hat man 
die beschriebene Methode von Anfang an noch einmal 7; 
wiederholen: dieselbe gestaltet sich jedoch jetzt, nachder, 
Epiguanin und Adenin. vollstiindig beseitigt sind, wesentlicl 
einfacher. Die Basen werden daher aus dem Filtrate yor, 
salpetersauren Hypoxanthin als Silber- oder Kupferoxydulver- 
bindungen gefiillt und aus den Niederschliigen in der iiblichey 
Weise isolirt. Die salzsaure Lésung derselben wird eingedampti 
und der Riickstand, wie oben angegeben, mit mdglichst wenig 
kaltem Wasser extrahirt. Ungelést bleiben Heteroxanthin und 
1-Methylxanthin, welche durch 3,3°/oige Natronlauge getrenn 
werden, das Filtrat enthélt Hypoxanthin und Paraxanthin. Au- 
dieser Fliissigkeit werden die Basen, um sie salzsiiurefrei zu 
erhalten, wieder in Form ihrer Silber- und Kupferoxydulver- 
bindungen niedergeschlagen, isolirt und der Riickstand thre 
Wiisserigen LOsung aus wenig verdiinnter Salpetersiiure (90 ccm. 
Wasser -+- 10 com. cone. Salpetersiiure) umkrystallisirt, 
Salpetersaures Hypoxanthin scheidet sich aus, das Paraxanthin 
kann aus der Mutterlauge als Natriumsalz oder als freie Base 
gewonnen werden. 

Die beschriebene Methode, welche in unserem Falle zu 
einer sicheren und glatten Trennung der einzelnen Basen ge- 
fiihrt hat, bedarf selbstverstiindlich einer Erweiterung und 
Modification, falls Guanin und Carnin sich spiterhin als Harn- 
bestandtheile erweisen sollten. An welcher Stelle des Trennung=- 
ganges Carnin einzufiigen ist, dariiber fehlt bei der wenig 
bekannten Base jede Andeutung. Guanin, dessen_ salzsaure- 
Salz nur zum Theil durch Wasser dissociirt wird, wie Ver- 
suche gezeigt haben, wird aller Wahrscheinlichkeit nach 1p 
der Xanthin- und Hypoxanthinfraction gefunden werden: au 
beiden jedoch kann die Isolirung desselben nicht schwierl 
sein. Die Xanthinfraction wird, mit Ammoniak behandelt, (i 
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Guanin ungeldst zuriicklassen: in der Hypoxanthinfraction wit’ 
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=< gleichzeitig mit Epiguanin durch Ammoniak ausgeschieden 


gud kann von letzterem durch Behandeln mit heissem Wasser 
oder heissem verdiinnten Ammoniak getrennt werden. 

Auch beziiglich des Paraxanthins erscheinen uns einige 
Kemerkungen erforderlich: es wire modglich, dass die An- 
wesenheit grésserer Mengen dieser Base, welche im vorliegenden 
Palle der Hauptmenge nach durch das Neubauer sche Verfahren 
aus der’ Hypoxanthinfraction entfernt war, den Gang unserer 
Methode stOrend beeinflussen kénnte.  Sicherlich wird der 
Korper bei, seiner Leichtléslichkeit in Wasser auch in diesem 
Palle vollstiindig in die Hypoxanthinfraction tibergehen und 
die lsolirung des schwer léslichen Epiguanins und Adenin- 
pikrates nicht hindern. Ob weiterhin aber das Hypoxanthin, 
wie oben vorgeschrieben, als Nitrat gefillt werden kann oder 
vorerst das Paraxanthin, gemeinsam mit dem Reste des Hetero- 
xanthins, als Natriumverbindung abzuscheiden ist, wird zweck- 
iiissig in jedem Falle durch Vorversuche zu ermitteln sein. 

Unter den erhaltenen Resultaten sind die Mengenverhialt- 
nisse der Basen besonders auffallend. Nach der bisher allgemein 
viilligen Ansicht sollten die mit dem Harne ausgeschiedenen 
Alloxurbasen den Rest der aus dem = Zerfalle der Nucleine 
-tammenden Nucleinbasen bilden, deren Hauptmenge im Orga- 
nisinus entweder zu Harnsaure oxydirt oder in Stoffwechsel- 
produkte von niederem Molekiile gespalten wird; hiernach 
diirften sich im Harne auch nur die vier Nucleinbasen, Adenin, 
Hypoxanthin, Guanin und XNanthin, finden. Nun zeigt sich aber, 
dass Paraxanthin und Heteroxanthin, welche bisher nur als 
ntergeordnete Begleiter der genannten Basen angesehen wurden, 
sowie 1-Methylxanthin — alle 3 methylirte Xanthine — in 
unserem Falle gerade die Hauptmenge der Alloxurbasen aus- 
machen.  Hierdurch gewinnen die Untersuchungen — von 
M. Albanese,!) von St. Bondzynski und R. Gottlieb,?) 
welche die Entstehung des Heteroxanthins im Organismus erkliren, 


!) Arch. f. experim. Pathol. und Pharm. Bd. XXXV, 3S. 449-466. 
2) Ibid. Bd. XXXVI, S. 45—55: Ber. d. d. chem. Ges. Bd. XXVIII, 
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ein erhOhtes Interesse. Albanese erhielt nach Verfiitterung yoy 


(laffein beim Hunde, Bondzynski und Gottlieb nach Eingabe 
von Theobromin beim Menschen, Hunde und Kaninchen  ejy 
Monomethylxanthin, welches identisch mit Heteroxanthin wa; 
Die beiden letzteren Forscher sprechen daher die Vermuthung 
aus, dass auch das normal im menschlichen Harne vorkommende 
Heteroxanthin aus hoher methylirten Xanthinen der’ Pflanzen- 
nahrung stamme. 

Die Umwandlung des Theobromins im Thierkérper wird 
durch folgende, von E. Fischer?) angestellte Betrachtung yer- 
stiindlich: «Die Bildung des Heteroxanthins aus dem Theobromin 
bei seinem Durchgang durch den thierischen Organismus  ent- 
spricht vollkommen dem = Verlaufe der Synthese des Hetero- 
xanthins aus Theobromin. In beiden Fiillen wird das gleiche 
Methyl des Theobromins abgespalten. Da ferner in dem Para- 
xanthin dieses Methyl fehlt, so halte ich es fiir wahrscheinlich. 
dass jenes im Organismus aus dem Caffein der Genussmitte! 
in der gleichen Art entsteht wie Heteroxanthin aus Theo- 
bromin.» Hiermit ist eine einfache Erklirung fiir das Auftreten 
von Paraxanthin und Heteroxanthin im menschlichen Harne 
vegeben: beide entstehen aus den um ein Methyl reicheren, 
methyvlirten Nanthinen, dem Caffein resp. Theobromin, durch 
Kntfernung ein und derselben, in 3-Stellung befindlichen Methyl- 
gruppe, welche gegen chemische Agentien, wie gegen die Wir- 
kungen des Organismus am wenigsten bestiindig ist. Die be- 
ziehungen zwischen den vier Kérpern werden klarer, wenn 
man sich die von KE. Fischer aufgestellten Constitutionsforme!n 
vergegenwiirtigt: doch geniigt es, die aus der E. Fischer schen 
Nomenclatur abgeleiteten Namen anzufiihren. 
1.3.7-Trimethylxanthin (Caffein) gibt) 1,7-Dimethylxanthin (Paraxanthin . 
3.7-Dimethylxanthin (Theobromin) gibt 7-Monomethylxanthin (Hetero- 
xanthin). 

lm Einklange mit dieser Theorie tiber die Herkunft der me- 
thvlirten Xanthine steht die Thatsache, dass bisher in 3-Stellung 
methylirte Xanthine, wie Theophyllin (1,3-Dimethylxanthin) und 
3-Methylxanthin, in Harne nicht gefunden sind und nach unsere! 


1) Ber. d. deutsch. chem. Ges. Bd. XXX, S. 2408. 








i ntersuchungen auch kaum vorkommen diirtten. Auf den letzten 
Korper haben wir besonders unser Augenmerk gerichtet: er 
miisste sich nach dem Gange unserer Methode neben dem 
{-Methylxanthin finden. Dasselbe war aber, wie das Verhalten 
cegen Barytwasser beweist (S. 361), vollstiindig frei vom 
isomeren Korper. 

Auch das Auftreten von 1-Methylxanthin unter den Basen 
des Harnes lasst sich aus der obigen Theorie erkliiren: es 
entsteht aus dem = 1,5-Dimethylxanthin, Theophyllin, welches 
von A. Kossel im Theeextracte entdeckt ist. unter Abspaltung 
der labilen 3-Methylgruppe. Ob 1-Methylxanthin auch aus dem 
Paraxanthin(1,7-Dimethylxanthin) durch Entfernung der 7-Methyl- 
sruppe entstehen kann, ob ferner letzteres auch als Material 
fiir die Bildung des Heteroxanthins angesehen werden kann. 
ob endlich ein Abbau der Homologen des Xanthins bis zu 
diesem Korper selbst stattfindet, dariiber miissen weitere Unter- 
suchungen Aufschluss geben. 

Jedenfalls erscheint es auf Grund der bisherigen Ergeb- 
nisse als zweifellos, dass die methylirten Xanthine des mensch- 
lichen Harnes, also in unserem Falle die Hauptmenge der 
Basen, ihren Ursprung in dem Gehalte der Genussmittel (ev. 
Nahrungsmifttel), an Caffein, Theobromin und Theophyllin haben. 

Weitere Beweise fiir diese Ansicht kénnen in zweilerlet 
Weise erbracht werden. Da Homologe des Xanthins bisher nur 
in Thee und Kaffee gefunden sind, so miissen bet Enthaltung 
von diesen Genussmitteln auch die methylirten Xanthine im 
Harne verschwinden. Zweitens muss man nach Verfiitterung 
der genannten drei Basen dieselben Xanthinderivate finden, welche 
iin Harne vorkommen. 

Das Ueberwiegen von Koérpern unter den Alloxurbasen 
des Harnes, welche mit dem Zerfall der Nucleine des Organismus 
nichts zu thun haben und deren Menge abhiingig ist von der, 
nicht nur bei verschiedenen Personen, sondern auch bei dem- 
-elben Individuum wechselnden Einnahme von Genussmitteln, 
vibt eine ungezwungene Erkliirung fiir die Beobachtung, dass 
das Verhiiltniss von Harnsiiure-Stickstoff zu Alloxurbasen-Stick- 
“toll nach den bisherigen Untersuchungen innerhalb weiter 
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(vrenzen schwankende Werthe zeigt. Nach Kenntniss der Uyp- 
suche darf man erwarten, durch neue Versuchsreihen, welche 
unter geeigneten Bedingungen — Enthaltung von Kaffee- uni 
Theegenuss — anzustellen sind, fiir die normal mit dem mensch- 


lichen Harne ausgeschiedenen Alloxurbasen anniihernd constante 
Werthe zu finden, welchen die erhoffte klinische Bedeutung 
zuzusprechen ist. Alsdann wird es erst mdglich sein, in patho- 


logischen Fiillen eine mit dem Zerfall der Nucleinsubstanzen 
Hand in Hand gehende Vermehrung der Alloxurbasen festzustellen, 
eine Vermehrung, welche sich selbstverstiindlich nur auf die vier 
Nucleinbasen erstrecken kann. 

























Ueber die Acetonurie bei Phloridzinvergiftung. 
Von 


‘ Dr. med. H. Chr. Geelmuyden. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat in Christiania.) 


(Der Redaction zugegangen am 5. November 1898. 


Bekannthch verhalten) sich unsere gewOhnlichen warm- 
bliitigen Versuchsthiere, Kaninchen und Hunde, in der Beziehung 
anders wie Menschen, dass sie bei Hunger kein Aceton aus- 
~-heiden. Acetonurie scheint bei diesen Thieren nur als Be- 
vleiterscheinung bei Glycosurie, wie bei Pancreasdiabetes und 
hel Phloridzinglycosurie, aufzutreten. Wiihrend solcher Zu- 
-tinde kann der Harn sowohl Acetessigsiiure und 8-Oxybutter- 
<iure als Aceton enthalten. Fiir die Phloridzinglycosurie ist 
dies von v. Mering!) nachgewiesen. 

Ks war nun meine Absicht, bei einer solchen kiinstlich 
hervorgerufenen Acetonurie Untersuchungen tiber den Bildungs- 
ort und die Bildungsweise des Acetons und verwandter Sub- 
‘tunzen anzustellen, namentlich solche Untersuchungen, welche 
vivisectorische Eingriffe nothwendig machen, wie z. B. Unter- 
-uchungen iiber den Acetongehalt des Blutes und verschiedener 
Organe. Die Phloridzinglycosurie schien mir fiir solche Zwecke 
viinstigere Versuchsbedingungen zu bieten als der Pancreas- 
diabetes. Die Phloridzinglyeosurie liisst sich niimlich jederzeit 
lt grosser Leichtigkeit hervorrufen und schwindet nach dem 
\ufhoren der Vergiftung, ohne, wie es scheint, den Thieren 

v. Mering. Ueber Diabetes mellitus. II. Zeitschr. f. klin. Med. 
XVI, S. 431—446, 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, XXVLI. 
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dauernden Schaden beizutfiigen, weshalb auch, wenn es notli- 


wendig erscheint, mit einem und demselben Thiere mehreye : 
Versuche angestellt und verglichen werden konnen. 

In den folgenden Zeilen soll kurz iiber vorliufige, orien- 
tirende Versuche iiber die Entstehung und den Verlauf dey 
Acetonurie bei Phloridzinglycosurie berichtet werden. Teh habe 
an phloridzinvergifteten Hunden dieselben Erndihrungsversuche 
wiederholt. welche ich friiher an Menschen!) anstellte, dahe; 
durchgehends ganz dhnliche Erfahrungen gemacht und noch 
neue hinzugefiigt. 

Als Versuchsthiere kamen ausschliesslich Hunde zur Ver- 
wendung. Kaninchen sterben zu leicht ber Phloridzinvergiftung. 
Ks ist nur der Acetongehalt des Harns bestimmt worden. Dey 
frither von mir?) beschriebene Respirationsapparat ist bei Ver- 
suchen mit Hunden kaum verwendbar. Ich hoffte trotz fehlen- 
der Bestimmung des Acetons in der Athemluft doch vergleich- 
bare Resultate erlangen zu koénnen, wenn nur bei den. ver- 
schiedenen zu vergleichenden Versuchen soweit moéeglich alle 
Versuchsbedingungen gleich gehalten wurden, eine Forderung. 
die doch nicht immer leicht zu erfiillen gewesen ist. Namentlich 
ist es mit Schwierigkeiten verbunden, die Harnmenge bei den 
verschiedenen Versuchen mit demselben Thiere gleich zu halten. 
was von Wichtigkeit ist, um einen Einfluss derselben auf die 
Acetonausscheidung auszuschhessen. 

Das Aceton wurde durch die Messinger-Huppert’sche 
Methode bestimmt, der Zucker durch Polarisation mit dem 
Soleil-Ventske schen Polarimeter, zuweilen nebenbei auch 
durch Titriren mit der Knapp schen Lésung. Die letzteren 
Bestimmungen fielen’ gewohnlich einige Zehntelprocent hoher 
aus als die Bestimmungen durch Polarisation. 


1) Veber Aceton als stoffwechselprodukt. Diese Zeitschrift, Bd. XXIII 
S. 431. 

2) |. c. Die hier mitgetheilten Versuche waren schon weit vor- 
geschritten, als die Abhandlungen von Schwartz und Miiller iibe 
Aceton erschienen in Schmiedebergs Archiv (Bd. XL. 8S. 168 und 35! 
Ich habe die Methode von Schwartz (Absorption des Acetons dure! | 
Wasser) mit sehr giinstigem Resultat nachgepriift. . 
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In mehreren Versuchen wurde der Harnstickstot! — durch 


kKieldahl’s Methode — bestimmt, wesentlich um = moglicher 
Weise ins Klare zu bringen, ob bei Phloridzinglycosurie mehr 
Zucker ausgeschieden wird, als aus dem zersetzten Elweiss ge- 
hildet sein kann, inwieweit also Zucker aus Fett im thierischen 
Qrganismus entstehen kann. Dass dies der Fall sein soll, ist 
i jiingster Zeit von Contejean!) behauptet worden, woriiber 
spater, 

Das von mir benutzte Phloridzinpriiparat?) hat = sich als 
ein besonders kriftig wirkendes bewiihrt. Die gewohnlich vor- 
veschriebene Dose von 1 gr. pro Kilogramm Thiergewicht zeigte 
sich niimlich viel zu gross. Bei Versuchen mit so grossen Dosen 
per os — in kleinen Stiicken Kinderdarm  eingeschlossen 
erbrachen die Thiere nach kurzer Zeit Alles, und bei subcutaner 
Kinspritzung von ihnlichen Dosen in alkoholischer Losung 
hekamen sie eine durch viele Tage dauernde starke Glycosurie 

bis tiber 100 gr. Zucker im Tagesharn. Ein Thier ist 
auch gestorben nach der Einverleibung einer solchen Dose. 
lh verwende deshalb jetzt nur kleine Dosen, 0,04—0,05. gr. 
pro Kilogramm Thier taiglich in 15°%/oiger alkoholischer L6- 
sung subcutan eingespritzt. Darnach scheiden die Thiere grosse 
Mengen Zucker durch den Harn aus, Hunde von 10-—13. kg. 
horpergewicht bis tiber 60 gr. in 24 Stunden. 

Die Versuche sind Hunger- und Fiitterungsversuche. Die 
Hiungerversuche sind durchgehends nach folgendem Schema aus- 
vetiihrt: Die Thiere hungerten erst 2 Tage und bekamen dann 
wihrend 3—4 Tagen jeden Morgen eine Dose Phloridzin. 

Ich habe Alles in Allem ca. 50 Versuche gemacht, welche 
Ineistens gut iibereinstimmende Resultate lieferten. Nur einzelne 
Versuche fallen etwas aus der Reihe, wahrscheinlich wegen 
mangelhafter Gleichheit der Versuchsbedingungen. 

Kin Theil dieser Versuche wird zur Zeit wiederholt 
ind zwar mit Bestimmung des Acetons auch in der Athem- 
ult. Bis die Resultate derselben vorliegen, wird auf eine 


1, Contejean: L’excretion azotée dans le diabéte de la phlorid- 
“ine. C. R. soe. biol. 48. 344—347. 


2) von Merck bezogen. 








ausfiihrlichere Verdffentlichung aller Zahlenergebnisse — yer- 
zichtet. 


bei einem hungernden Hunde ruft Phloridzin- 
vergiftung regelmiissig eine bedeutende Glvcosurie 
und Acetonurie hervor. Bet Hunden von 10—13_ kg. 
Korpergewicht habe ich bis 36 gr. Zucker und 440 mgr. Aceton 
im Tagesharn gefunden. Verschiedene Thiere reagiren aber, 
was die Acetonausscheidung anbelangt, etwas verschieden, 
Bei ungefiihr gleicher Glycosurie  liefern einige mehr, andere 
weniger Aceton. 

bei Thieren, welche mit eiweiss- oder kohlen- 
hvdrathaltigem Futter ernahrt werden, ist die Ace- 
tonurie bei mittelgrossen Phloridzindosen  uner- 
heblich. Kin Hund leterte bei Fleischfiitterung bei einer ein- 
maligen Dose von 5,65 gr. Phloridzin wiihrend der nachfolgen- 
den 5 Tage 362.5 gr. Zucker und 187 mgr. Aceton, bei Hunger 
und 4,93 gr. Phloridzin 127.5 gr. Zucker und 2249 mer. 
Aceton. Ein anderer Hund leferte bei Fiitterung mit) Milch 
und Brot bei einer Dose von 3,57 gr. Phloridzin§ wahrend 
3 Tagen 140 gr. Zucker, aber nur 5—7 mer. Aceton tiiglich. 
Besonders scheinen also die Kohlenhydrate bei mit 
Phloridzin vergifteten Hunden — wie bei nicht ver- 
gifteten Menschen — im Besitz eines grossen Vermogens 
Acetonurie zu verhindern. 

Bei sehr grossen Dosen (Einzeldose von 10 gr. bei 
einem 19 ke. schweren Hunde) scheint die Acetonurie 
bedeutend zu bleiben, selbst wenn die Thiere er- 
niihrt werden. 

lm Hinblick auf die oben erwiihnten Versuche tiber die 
alimentiire Acetonurie bet Menschen schien es von Interesse, 
zu untersuchen, in wie weit Fett in der Nahrung bei phloridzin- 
vergifteten Hunden die Acetonurie verhindert oder steiger!. 
Der Umstand, dass Hunde bei Phloridzinvergiftung nur selten Fet! 
vertragen, sondern unverdaut erbrechen oder als Excremente 
ausscheiden, ist) Schuld daran, dass ich nur uber ein paar 
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Versuche mit ausschliesslicher Fettfiitterung bei einem phlorid- 
viuvergifteten Hunde verfiige. In dem einen hat das Fett 

Rindertalg — die Acetonurie ganz verhindert, in 
dem anderen ist dieselbe gegeniiber der Hunger- 
acetonurie etwas herabgesetzt. 

In Anbetracht dessen, dass Menschen bei Hunger und 
bei Erniihrung mit) Fleisch und Kohlenhydraten sich sonst, 
was die Acetonurie anbelangt, wie phloridzinvergiftete Hunde 
verhalten, ist die Erfahrung etwas auffallend, dass Fett die 
Acetonurie bei den letzteren verhindern kann. Bei Menschen 
scheint nimlich hiiufig das entgegengesetzte statt zu finden. 
l-h habe in der oben. citirten Abhandlung!) angedeutet, dass 
das wechselnde Verhalten der Acetonurie nach Fettfiitterung 
bei Menschen modglicher Weise seinen Grund darin haben 
konnte, dass als Fettzusatz zur Nahrung Butter verwendet 
wurde und dass die Steigerung der Acetonurie von dem Gehal 
der Butter an fliichtigen Fettsiuren bewirkt sein konnte. 

Von dieser Vermuthung geleitet, habe ich eine Reihe von 
Versuechen angestellt, bei welchen phloridzinvergiflete Hunde 
eine mit Natron neutralisirte LOsung von Buttersiiure, theils 
durch Sonde in den Magen, theils unter die Haut eingespritzt 


bekamen. Es zeigte sich, dass die Buttersiure — in Gaben 
von ca. 2 gr. — in den Magen hineingebracht bei sonst 


eleichen Verhiltnissen die Acetonurie vermehrt, unter 
die Haut gebracht dagegen nicht oder nur in geringem 
(rrade. Ein 9 kg. schwerer, phloridzinvergifteter Hund = schied 
z. B. bei Hunger wiihrend zweier Versuchstage zusammen 
154 mer. Aceton und 31,5 gr. Zucker in 420° cem.?) Harn 
aus. In einem Parallelversuch wurden 2.2 gr. Buttersiiure in 
den Magen hineingebracht. Wiihrend der entsprechenden zwei 
Versuchstage wurden hier 554 mgr. Aceton und 34,4 gr. Zucker 
in 730 cem. Harn ausgeschieden. Die Acetonmenge ist in 
dem letzten Versuch 259°%/o, die Harnmenge bloss 74° 0 hoher 
als in dem Hungerversuch. 


1) |. e. S. 472. 


“| Der Harn wurde tiiglich mit Katheter entleert. 
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Ber subcutaner Application der Buttersiiure wurden bios. 
254 mgr. Aceton durch den Harn ausgeschieden. Die Hayy- 
menge betrug in) diesem Versuch 410 cem. und die Zucker 
menge 39.) gr. 

Aehnliche Resultate zeigen Versuche mit 3 anderen 
Hunden. 

Es ist ausdriicklich hervorzuheben, dass die 
suttersiure bei nicht. vergifteten Hunden keine Ace- 
fonurie erzeugt. 

Da die Vermehrung der ausgeschiedenen Acetonmenge 
durch Buttersiituregaben relativ grésser ist als die Vermehrung 
der Harnmenge (die Buttersiure scheint schwach diuretisch zu 
wirken) und da die Zuckerausscheidung sich ungefiihr gleich 
bleibt, so scheint die gesteigerte Acetonurie direkt durch dic 
suttersiiure hervorgerufen zu sein, nicht indirekt als Folge der 
Vermehrung der Zucker- oder Harnmenge. 

Nach diesen Erfahrungen) scheinen die Resultate der 
Versuche iiber die alimentiire Acetonurie bei Menschen am 
leichtesten in folgender Weise erkliirlich: In der Butter finden 
sich sowohl héohere wie niedrigere Fette. Die ersteren ver- 
mindern die Acetonurie bei kohlenhydratfreier Nahrung, die 
letzteren steigern dieselbe. Bei den Versuchen mit Menschen 
ist bald das erste und bald das letzte Moment am meisten 
wirksam gewesen, vielleicht je nach dem Gehalt der Butter 
an fliichtigen fetten Siiuren. ?) 

Die Ergebnisse der Versuche mit Buttersiiure finden ein 
merkliches Analogon in den Versuchen von Schwartz. Der- 
selbe fand, dass §-Oxvbuttersiiure und Acetessigsiiure die Ace- 
tonurie bei Pancreasdiabetes vermehrten, wenn sie in den Magen 
gegeben wurden, bei gesunden, hungernden Hunden dagegen 
vollstiindig verbrannten, ohne Acetonurie zu erzeugen. Aehnliche 
Verhiiltnisse fand auch Minkowski bei diabetischen Menschen. 
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Es wurde oben erwiihnt, dass die N-Bestimmung im Harn 


vesentlich den Zweck verfolgte, ins Klare zu bringen, inwiewelt 
bei Phloridzinglycosurie mehr Zucker ausgeschieden wird, als von 
dem zersetzten Eiweiss gebildet werden kann. Ist dies der Fall, 
-«) wird die Moglichkeit einer Zuckerbildung aus Fett) nahe- 
velegt. Contejean,!) welcher ahnliche Versuche anstellte, 
nut bei der Berechnung derselben einen von Chauveau aul- 
vestellten Coefficienten benutzt, nach welchem 1 gr. Nim Harn 
2.86 gr. aus Eiweiss gebildetem Zucker entsprechen sollte. Er 
findet, dass bet seinen Versuchen Zucker aus Fett enstanden 
sein muss. Der von ihm angenommene Coefficient ist) doch 
offenbar zu klein. Damit eime solche Berechnung eine Zucker- 
bildung aus Fett beweisen soll, muss von der Voraussetzung 
ausgegangen werden, dass aller C, welcher vom zersetzten 
Kiweiss herstammt und nicht in’ N-haltigen Verbindungen im 
Harn ausgeschieden wird, im Organismus in Form von Zucker 
existirt hat. In Folge einer von Zuntz*?) auf Grundlage der 
Rubnerschen Stoffwechselversuche angestellten Berechnung 
fallen auf 5,213) gr. N im Harn 39,25 gr. C, welche vom 
Liweiss herstammen und zu CO, oxydirt werden. Nimmt man 
un. dass diese ganze C-Menge den Weg durch Zuckermolekiile 
nimmt, so soll 1 gr. N im Harn 6,45 gr. Zucker entsprechen 
konnen. Im Falle sich nun mehr als 6,45 gr. Zucker per Gramm N 
iin Harn finden, so kann der Ueberschuss entweder von Kohl- 
livdratresten, welche im Organismus aus der Periode vor dem 
Lintreten der Glycosurie zuriickgeblieben sind, oder von einer 
Metamorphose von Fett herrithren. Um darzuthun, dass die 
letztere wirklich stattgefunden hat, soll also bewiesen werden, 
dass der Harn mehr Zucker enthalt, als dem tibrig gebliebenen 
Kohlenhydratrest und der grésstméglichen aus Eiweiss  ge- 
bildeten Zuckermenge zusammen entspricht. 


1) |. ¢. 
2, Zuntz. Stoffverbrauch des Hundes bei Muskelarbeit. Pfliiger’s 
Archiv Bd. 68, S. 203. 
15,45 


15 iY cfr. Zuntz l. e¢. 


3) 15.16 gr. im Verhaltniss 
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Bei meinen Versuchen!) wurde nur ein einziges Mal jy, 


einem Tagesharne eine Zuckermenge gefunden, welche ebey 
6.45 mal grosser als die in demselben Harne enthalten: 
N-Menge war, und dies zwar am ersten Phloridzintage, ay, 
welchem noch ziemlich grosse Mengen Kohlenhydrate im Koérpe 
zuriickgeblieben sein miissen. Sonst fallt in siimmtlichen Ver- 
suchen die Zuckermenge viel niedriger aus als die von den, 
N berechnete Menge. Einen Beweis einer Zuckerbildung ans 
Fett lefern die Versuche also nicht. 


1) Contejean’s Abhandlung war mir im Original nicht zuganglich, 
weshalb ich seine Versuche mit meinem Coefficienten nicht nachrechnen 
konnte. 





















Epiguanin. 
Von 
Martin Kriiger und Georg Salomon. 


Aus der chemischen Abtheilung des physiologischen Institutes in Berlin. 
(Der Redaction zugegangen am 6. November 189. 


Dem Epiguanin’) ist auf Grund einer ungenauen Kohlen- 
stof und Wasserstoffbestimmung irrthiimlich die Forme! 
C,,H,,N,O, zuertheilt worden. Im Besitze einer grdsseren Menge 
Materials konnten wir nunmehr die Natur der Base aurklaren. Das 
Epiguanin hat die Zusammensetzung eines Methyl guanins 
C.H.N.O. Durch die Umwandlung in Heteroxanthin, 7-Methyl- 
xanthin, welche durch salpetrige Saure leicht bewerkstelligt 
werden konnte, ist die Stellung der Methylgruppe als in 7 be- 
lindlich ermittelt. Hiernach blieb nur noch zu entscheiden, 
ob das Epiguanin ein Methylderivat des natiirlich vorkommenden 
(ruanins, des 2-Amino-6-oxvpurins, oder des mit ihm isomeren 
6-Amino-2-oxvpurins ist, ob dem = Epiguanin demnach = die 
Hormel I oder I] zukommt: 


I. Il. 
HN--CO N=C.NH, 
NH,. C C.N.CH, OC C.N.CH, 
| Ii a. | . 
N—C—N= OH NH—C. N.2 CH 
7-Methylguanin. 7-Methyl-6-amino-2-oxypurin. 


7-Methyl-2-amino-6-oxypurin. 


| 1) Verh. d. physiol. Ges. zu Berlin, Jahrg. 1893-1894, XVII. Sitz. 
rom 27. Juli 1894. 
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Die Verbindungen unterscheiden sich durch die yer- 
<chiedene Stellung der Aminogruppen, sie miissen beide be 
der Behandlung mit salpetriger Siure Heteroxanthin 

NH — CO 

OC C.N.CH, 

NH — C,N= CH 
lefern. 

Das 7-Methylguanin ist von E. Fischer?) synthetisc, 
dargestellt worden. Da das pikrinsaure Epiguanin und das Pikrat 
des 7-Methylguanins, welche Base uns von Herrn E. Fischer 
freundlichst zur Verfiigung gestellt wurde, vollkommen  gleiche 
Kigenschaften zelgten, so ist die ITdentitiit der beiden Basen 


bewlesen. 


Experimenteller Theil. 
7-Methvilguanin (aus Harn). 


Die von M. Kriiger und C. Wulff?) am 7-Methylguanin 
ausgefiihrte Elementaranalyse, welche zur Aufstellung der 
falschen Formel C,,H,,N,O, fiihrte, hatte folgende Resultate 
ergeben: 

1) O.1281 gr. Substanz, bei 120° getrocknet: 0.1956 gr. CO, und 
O.ODT0 HO. 

2) 0,04) gr. Substanz, bei 120° getrocknet, verbrauchten nach Kje'- 
dahl 12.2 cem. '10 N.-Oxalsiiure. 

C,oH,,NgO,.  Berechnet: C 4 7 %o. N 43,29 °/o. 

C.HN,O, Berechnet: C 43,6 4°, N 42.42%. 

t 


Gefunden: C 41.64 °/o. H 4.42 °/o, N 42.70 °%/o, 


Bei der Wiederholung der Analysen an dem = uns zur 
Verfiigung stehenden Material, welches aus der Untersuchung: 
Ueber die Alloxurbasen des Harnes»?) stammte, wurde der 
Kohlenstoffgehalt um etwa 2° o hdher gefunden. Da das au- 
dem Harne isolirte 7-Methylguanin eine’ verfilzte, schwer 
pulverisirbare Masse darstellt, so hat man bei Ausfiihrung de! 
Ber. d. deutsch. chem. Ges. XXX, 2411. 


2) I. ¢. 


3) Diese Zeitschrift, Bd. XXIV, S. 387 u. Bd. XXV_ 8. 343. 
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Mjementaranalvse auf sorgfiiltiges Vermischen der Substanz 
nit dem Bleichromat zu achten. 


1. 0.1042 gr. Substanz, bei 140° getrocknet. verbrauchten nach 
Kjeldahl 31.35 cem. t10 N.-Oxalsiure. 

2. 0.1208 gr. Substanz, bei 135° getrocknet. verbrauchten nach 
Kjeldahl 36.4 cem. ‘10 N.-Oxalsaure. 

3. O.L983 gr. Substanz, bei 135° getrocknet: O3157 gr. CO, und 
0.0806 gr. HO. 


C,H.N,O. Berechnet: C 43.64% 0, H 4,24° 0, N 42,42 
Gefunden: C 43,42 °% 0, H 4,52 °%0, N 42,12 0. 42,18 ° 
Nach dem Umkrystallisiren) von 0,455 gr. des Korpers, 


wozu DOO com. siedendes Wasser erforderlich war, ergab die 
Analyse folgende Werthe: 
1. 0.1297 gr. Substanz. bei 130° getrocknet. verbrauchten nach 
Kjeldahl 39.3 cem. '1o N.-Oxalsiure. 
2, 0.2095 gr. Substanz, bei 1300 getrocknet:  O,33d8 gr. CO,, 
W.0863 gr. HO. 
Gefunden: ( 43,71 °% 0. H 4,56 °7o, N 42.42%. 


Umwandlung des 7-Methyvlguanins in Heteroxanthin. 


Zu einer auf 60° erwirmten Losung von 0,823 gr. Methvl- 
guanin in 30 cem. Wasser - 10 com. Normal-Schwefelsiure 
wurden innerhalb 4/2 Stunde O.8 gr. Natriumnitrit in’ kleinen 
Portionen eingetragen. Nach Verlauf dieser Zeit begann eine 
reichliche Ausscheidung eines pulverigen Niederschlages, der 
unter dem Mikroskope aus rosettenformig angeordneten, feinen 
Niidelchen bestand: schliesslich wurde die Fliissigkeit) bis zum 
Authéren der Gasentwicklung auf dem Wasserbade erwirmt. 
Nach dem Erkalten derselben léste sich die Hauptmenge des 
Niederschlages bis auf einige Krystalle unveriinderten Methyl- 
guanins leicht in Ammoniak. Das ammoniakalische, wenig 
velbroth gefiirbte Filtrat wurde zur Trockene eingedampft und 
der Riickstand mit kaltem Wasser, dann mit) Alkohol und 
Aether ausgewaschen: er betrug lufttrocken 0,746 gr. Seine 
Losung in 40 com. 4°%/oiger Natronlauge schied innerhalb 
2+ Stunden die glainzenden,  siiulenfOormigen” Krystalle des 
Heteroxanthinnatriums aus, welche nach dem = Auswaschen 
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mit Wasser, Alkohol und Aether in einer Menge von 0,938 ey. 
(entsprechend 0,561 gr. freies Heteroxanthin) erhalten wurden. 


1. 0.1698 gr. Substanz verloren bei 135° 0,0536 gr. H,O und ver- 
brauchten nach Kjeldahl 24,17 ccm. '/1o N.-Oxalsiéure. 

2. OB1LL gr. verloren bei 135° 0,0981 gr. HJO und gaben nach der, 
Behandeln mit Schwefelsiure 0,0774 gr. Na SO,. 
CH.N,O,Na+-5H,O. Berechnet: H,O 32,27 90, N 20,14 9/0, Na 8,27 °o. 

Gefunden: H,031,57°/0, 31,53" 0, N 19,93 °/o, Na&,062 | 

Die heisse wiisserige Loésung der Natriumverbindung 
schied auf Zusatz von Baryumchlorid nach dem Erkalten dic 
feinen, verfilzten und = schwach_= gliinzenden Niidelehen des 
Heteroxanthinbaryums aus. 


7-Methylguanin-Pikrat. 


Zur lsolirung des 7-Methylguanins eignet sich wegen ihrer 
ausserordentlichen Schwerléslichkeit in Wasser am_ besten dic 
freie Base, zur Identificirung wird zweckmiissig das Pikrat 
dargestellt, welches gleichfalls in’ Wasser schwer léslich = ist 
und einen bestimmten Zersetzungspunkt besitzt. 

Zur Darstellung des Pikrates wurden 1,35 gr. des aus 

4,4 gr. Pikrin- 
‘stiindigem 


g 
Harn gewonnenen Methylguanins zusammen mit 4,4 
siiure in 500 cem. siedenden Wassers gelést. Nach 2 
Stehen wurde der entstandene voluminése, wenig  gliinzende 
Niederschlag, der unter dem Mikroskope aus langen, meistens 
auffallend gebogenen Prismen bestand, abfiltrirt und mit kaltem 
Wasser ausgewaschen. Sein Gewicht betrug lufttroecken etwa 
3.00 gr. Das Salz beginnt bei ungefahr 253° zusammen- 
zusintern und zersetzt sich = plé6tzlich unter lebhafter Gas- 
entwicklung bet 257° (uncorr.). 

1. 0.3130 gr. Substanz, bei 100° getrocknet: 0.4226 gr. CO, und 
0.0756 gr. HO. “i 

2. OA589 er. Substanz., bei 100° getrocknet., verbrauchten naci 
Kjeldahl 32,00 ccm. ‘10 N.-Oxalsaure. 

3. O1449 gr. Substanz, bei LOO® getrocknet, verbrauchten  nac! 
Kjeldahl 2.30 cem. '/1io N.-Oxalsiure. 
(.,H,N,O.C, Hy NO,),.OH. Berechnet: C 36,55 ° 0, H 25-4 °/o, N 28,42 0. 
Gefunden: €36.82° 0, H2,68°9/0, N 28,19°/o, 28,31° 
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Das Pikrat enthilt kein Krystallwasser. Die Loéslichkeit 
desselben in’ Wasser von 18° ist 1 gr. in 2708—2732 cem. 


Bestimmung der Loéslichkeit des Pikrates. 


1. 0.3 gr. Pikrat wurden mit 75 cem. Wasser von 18° 2 Stunden 
auf der Schiittelmaschine geschiittelt. 50 com. des Filtrates hinterliessen 
W.0183 gr. Pikrat (bei 100° getrocknet). LOslichkeit 1 gr. in 2732 cem. 

2. Der Filterriickstand wurde noch einmal mit 200 cem. Wasser 
yon 18° 3 Stunden geschiittelt. 150 cem. des Filtrates  hinterhessen 
0.0554 gr. Pikrat (bei 100°), Loéslichkeit 1 gr. in 2708 cem. 


Das Pikrat des synthetisch erhaltenen 7-Methylguanins 
<cheidet. sich aus heissem Wasser gleichfalls in) gebogenen 
Prismen aus: es zersetzt sich, mit dem Pikrat des aus Harn 
eewonnenen Methylguanins an einem Thermometer erwarmt, 
hei derselben Temperatur 257° (uncorr.). Seine Loslichkeit in 
Wasser von 16° ist 1 gr. in 3049 cem., in Wasser von 18° 
ler. in 2737 com. 

Bestimmung der Loéslichkeit des Pikrates: 

i. Etwa 0.3 gr. des Pikrates wurden mit 200 ccm. Wasser von 16° 
3 Stunden geschiittelt. 150 cem. des Filtrates hinterliesen nach dein 
Kindampfen 0,0492 gr. Léslichkeit f gr. in 3049 ccm. 

2. Der Filterriickstand wurde noch einmal mit 200 cem. Wasser 
von 18° 4 Stunden geschiittelt. 150 ccm. des Filtrates  hinterliessen 
0.0548 gr. LOslichkeit 1 gr. in 2737 cem. 

Will man aus dem Pikrate des 7-Methylguanins die freie 
base wiedergewinnen, so lést man 1 gr. desselben in 100 ccm. 
Wasser unter Zusatz von wenig iiberschiissiger Natronlauge 
auf und gibt zur heissen Fliissigkeit Salmiakl6sung hinzu: so- 
fort beginnt die Ausscheidung der freien Base. Nach dem 
volligen Erkalten wird abgesaugt und mit kaltem Wasser aus- 
vewaschen. Ist der Filterriickstand noch gelb gefiirbt, so wird 
er noch einmal mit heissem Wasser unter Zusatz von etwas 
\mmoniak behandelt. Nach dem Absaugen der erhaltenen 
l'liissigkeit bleibt die Base rein weiss zuriick. 

Gibt man zu einer salzsauren, nicht zu verdiinnten Losung 
des synthetischen 7-Methylguanins Ammoniak in~ geringem 
Leberschuss hinzu und kiithlt die Lisung schnell ab, so erhiilt 
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man die freie Base in wetzsteinformigen Krvstallen: es erschein! 


uns diese Reaction nicht nur deshalb erwihnenswerth , we 
auch das aus dem Harne gewonnene 7-Methylguanin in dep- 
selben Form?!) erhalten wurde, sondern besonders aus dey) 
Grande, weil P. Balke?) als Krystallform = seines” Episarkins 
wetzsteinformige Niidelchen beschreibt, die gleichfalls aus 
ammoniakalischer Losung ausfielen. Auf die Aehnlichkeit des 
Kpisarkins mit) dem 7-Methylguanin haben wir schon  friiher! 
hingewiesen: hinzu kommt noch, dass Balke bei der Elementar- 
analyse des Episarkins einen auf 7-Methylguanin  stimmenden 
Kohlenstofigehalt 43, 


y 
f 


Do (berechnet 43.64° 0) gefunden hat. 
withrend allerdings der Gehalt an Wasserstoff (gefunden 5,42 ° .) 
und an Stickstoff (gefunden 37,34 °/0) von den fiir letzteren 
Korper berechneten Werthen (H 4,24°/0, N 42,42°/0) betritchtlich 
differirt. Da Balke aus Mangel an Material (0,4 gr.) nur eine 
Klementaranalyse ausfiihren konnte, so darf man den erhaltenen 
Zahlen keine zu grosse Beweiskraft beimessen. Es bliebe dem- 
nach nur noch das verschiedene Verhalten des Episarkins und 
7-Methylguanins gegen Pikrinsiiure und ammoniakalische Blei- 
losung aufzukliiren. Episarkin wird durch Pikrinsiiure nicht 
gefallt, dagegen durch ammoniakalische Bleiessiglésung, 4) mil 
welcher hinwiederum 7-Methylguanin keinen Niederschlag gibt. 

Was die Herkunft des Methylguanins im Harne_ betrifft. 
so glauben wir, dass es, ebenso wie die methylirten Xanthine? 
des Harnes aus hoéheren Homologen, aus einem héher methy- 
lirten Guanin der Genussmittel oder Nahrungsmittel stamme 
oder aber dass es selbst ein Bestandtheil der Nahrung ist) und 
unveriindert den Organismus passirt. Die Entdeckung des 
7-Methylguanins oder eines hoher methylirten Guanins mil 
einer in 7-Stellung befindlichen Methvlgruppe in_ pflanzlichen 
oder thierischen Nahrungsmitteln wire demnach von erheblichem 
Interesse. 





1) Diese Zeitschrift, Bd. XXIV. 3. 387. 
2, Inaugural-Dissertation, Leipzig 1893, bei Joh. Ambr. Barth. 
3) 1. c. XXIV, 391. 
4) Vergl. iibrigens iiber die hier méglichen Irrthiimer: Diese Zet'- 
schrift, Bd. XXIV, Ss. 388—38s89. 
>) Diese Zeitschrift, Bd. XXV, 38. 372. 
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Ueber eine quantitative Eiweissspaltung durch Salzsaure. 
(Il. Mittheilung.) 


Von 
Prof. Dr. Rudolf Cohn. 


Aus dem Laboratorium fiir Pharmakologie u. med. Chemie zu Konigsberg it. P.) 


(Der Redaction zugegangen am 16. November 1898. 
es 


lm XXII. Bande der Zeitschr. f. physiol. Chemie, 5. 153 
bis 175, habe ich tiber Versuche berichtet, die Spaltungspro- 
dukte des Eiweisses (Casein) in grésserem Umfange zu isoliren, 
als es bei den bisherigen Spaltungsversuchen gegliickt war. 
Die Bedeutung derartiger Versuche liegt hauptsachlich darin, 
dass man erst dann zur Erkenntniss der Constitution des Ei- 
welsses wird gelangen kénnen, wenn man genau weiss, aus 
welchen Bausteinen und in welchem gegenseiligen quantitativen 
Verhiiltniss sich dasselbe zusammensetzt. Erst dann wird sich 
auch ein Weg finden lassen, auf dem man mit einiger Aus- 
sicht auf Erfolg zum kiinstlichen Aufbau des Eiweisses wird vor- 
<chreiten kénnen. Die Methode sowohl, deren ich mich zur 
Spaltung bediente, als auch die Darstellung der einzelnen 
Spaltungsprodukte wichen in einigen Punkten von den bisher 
iblichen ab. Ich wandte statt verdiinnter Salzsiiure reine con- 
centrirte rauchende an, kochte nicht 3 X 24 Stunden, sondern 
hur 5 Stunden und liess das seit den Versuchen von Hlasi- 
wetz und Habermann behufs Vermeidung dunkelgefirbter, 
durch Oxydation entstehender Zersetzungsprodukte zugesetzte 
Zinnchloriir ganz fort. Ferner verzichtete ich darauf, durch Kin- 
dampfen der salzsauren Losung der Eiweissspaltungsprodukte 
zuerst die Glutaminsiure als salzsaures Salz zu isoliren, sondern 
entfernte von vornherein die gesammte Salzsiiure durch Kupfer- 
oxvdul, was bis auf Spuren gelang, erhielt dann durch fractionirtes 
Kindampfen und Krystallisirenlassen eine Reihe von Fractionen 
ireier Amidosiéuren (Tyrosin und Leucin), und nachdem ich soweit 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXVI. 26 
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eingedampft hatte, dass die dickfliissige Mutterlauge durch Filtrirey 
von den ausgeschiedenen Krystallen nicht mehr gut zu_ trenney 
war, zerlegte ich das Gemenge durch Zusatz des ca. sechsfachen 
Volumens Alkohol in eine in diesem unlosliche und eine lésliche 
Portion, die ich dann gesondert auf die in ihnen enthaltenen 
einzelnen Spaltungsprodukte zu untersuchen gedachte.  (Niiheres 
siehe in meiner I. Mittheilung.) Unter den fliichtigen Spaltungs- 
produkten wies ich geringe Mengen CO, und eines die Jodo- 
formreaction gebenden Ko6rpers (vielleicht Aceton) nach. Ausser- 
dem fand sich unter den Zersetzungsprodukten ein schon kry- 
stallisirender Korper, dessen Analyse zu der vorliufigen Forme! 
C.H.NO fiihrte und den ich als ein Pyridinderivat glaubte an- 
sprechen zu diirfen. Weitere Untersuchungen tiber denselben, 
die zu einem interessanten Ergebnisse zu fiihren  scheinen. 
sind im Gange und sollen spiiter publicirt werden. 

Im Ganzen erhielt’ ich tiber 91 °/o des angewandten 
Caseins an Zersetzungsprodukten und ich will gleich hier er- 
withnen, dass ich in spiiteren Versuchen durch besseres Aus- 
kochen und Auswaschen der grossen Niederschliige von Kupfer- 
chloriir und Schwefelkupfer es bis auf 97,8°/0 bringen konnte, 
eine Ausbeute, die man wohl in der That als quantitativ an- 
sehen kann und die weit iiber die hinausgeht, welche friihere 
Untersucher erreicht haben. Im Einzelnen muss ich noch be- 
merken, dass ich sowohl Tyrosin als auch Leucin in sehr viel 
grosseren Mengen erhielt, ersteres in tiber 3,5°/o (gegen 2°/o 
der friiheren Forscher) und Leucin zuniichst schon in_ tiber 
31°/o des verarbeiteten Caseins, wobei die Mengen desselben, 


— die in den beiden noch nicht  untersuchten Hauptantheilen, 


die ich durch Zusatz der sechsfachen Menge Alkohols getrennt 
hatte (siehe oben), enthalten waren, und iiber deren Ver- 
arbeitung ich im = Folgenden das Niihere mittheilen werde, 
nicht mit eingerechnet sind. 

Die vorliegende Mittheilung soll sich nun hauptsiichlich 
mit der Zerlegung der eben erwiihnten beiden Fractionen be- 
schiiftigen. Um es der Deutlichkeit wegen nochmals zu wieder- 
hojen, so hatte ich nach Abscheidung des Tyrosins und des durch 
einfaches Auskrystallisiren erhaltenen Leucins den dickfliissigen 
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Riickstand in etwas Wasser klar gelOst und mit der ca. sechs- 
fachen Alkoholmenge gefiillt. Es fiel dabei ein in Alkohol unlés- 
liches, dickes Oel aus, die sogenannte dlige Siiure, von der ich 
vermuthete, dass sie ein Gemenge darstellte (die in der |. Mit- 
theilung beschriebenen Versuche, mit Hilfe der Uebertithrung 
in ein Cu-Salz zum Ziele zu gelangen, hatten noch kein be- 
<timmtes Resultat ergeben, mit Sicherheit waren nur geringe 
Mengen Asparaginsiiure darin nachgewiesen), und es blieb ein 
erheblicher Antheil in dem Alkohol in L6sung, mit dem eventuell 
ein durch Umfiillen der éligen Siiure gewonnener Antheil ver- 
einigt wurde. Der Alkohol wurde darauf abdestillirt, der Riick- 
stand zur Gewinnung des Pyridinderivats nochmals in Wasser 
geldst, von dem darin unléslichen Pyridinderivat  abfiltrirt und 
die wiisserige LOsung zur Trockene verdampft. Die Verarbeitung 
dieses so erhaltenen letzten Riickstandes geschah nun in folgen- 
der Weise: 

Die aus 2 Spaltungsversuchen zu je t und 12 kg. 
Casein erhaltenen, also 21/2 kg. Casein entsprechenden letzten 
hiickstiinde, die einen dicken, halbfesten Syrup bildeten, wurden 
in kaltem Wasser gelodst, filtrirt und das 2 |. betragende Fil- 
trat zur Gewinnung der basischen Bestandtheile fractionirt mit 
Phosphorwolframsiiure gefaillt, bis nichts mehr ausfiel. Es waren 
dazu verhiiltnissmiissig grosse Mengen Phosphorwolframsiiure 
erforderlich, da das Ammoniak vorher nicht entfernt war. Die 
I. Féllung erhielt ich durch 500 gr. Phosphorwolframsiiure in 
) |. Wasser gelést, der Niederschlag wurde auf einer Nutsche 
abgesogen und mit 5°/oiger Schwefelsiure mehrmals ausge- 
waschen. Das Filtrat (ohne Waschwasser) wurde mit 500 gr. in 
+1. Wasser gefillt, der Niederschlag II ebenfalls abfiltrirt und aus- 
gewaschen, das Filtrat schliesslich mit 2 kg. Phosphorwolfram- 
siure in 15 1. Wasser vollstiindig ausgefiillt. Niederschlag | 
war braun und etwas schmierig, II fast farblos und feinpulverig, 
Il, der reichlichste, farblos und ziemlich grobpulverig, sehr viel 
leichter auszuwaschen. Die 3 Niederschliige wurden gesondert, 
nachdem sie zuniichst mit kochendem Barytwasser zersetzt, aus 
dem Filtrat der Baryt méglichst genau mit H,SO, ausgefiillt, 
die Filtrate mit HCl angesiiuert und eingedampft waren, nach 














— 398 — 


den iiblichen Methoden auf Basen verarbeitet. Diese Unter- 
suchung, deren Einzelheiten ich tibergehen will, hatte zuniichst 
ein vollstiindig negatives Resultat. Die Hauptbestandtheile der 
Phosphorwolframsiiureniederschliige , die isolirt und, soweil 
nothig, durch Analysen identificirt wurden, waren grosse Menger 
Ammoniak, sehr viel Leucin, etwas Tyrosin und eine Amido- 
siiure, die ein dem der Asparaginsiiure iihnliches Cu-Salz gab), 
dessen Analysenwerthe aber, trotzdem das Salz durch mehr- 
faches Umkrystallisiren gereinigt war, weder fiir Asparaginsiiure 





one 


noch fiir eine andere bekannte Amidosiiure stimmten, und das 
aus Mangel an Material nicht weiter untersucht werden konnte. 
Auf eine” briefliche Anfrage antwortete mir Drechse!| 
(am 13. 4. 1897), es sei ihm wohlbekannt, dass die Abschei- 
dung der Basen bisweilen gréssere Schwierigkeiten darbietet 
und. dass die Ausbeute bet verschiedenen Eiweisskérpern ver- 
schieden zu sein. scheint. Er spricht darauf die Vermuthung 
aus, dass vielleicht die verschiedene Zeitdauer des Kochens 
-bei Drechsel 3X24 Stunden, bei mir 5 Stunden — eventuell 
auch die verschiedene Stiirke der verwendeten Salzsiiure au 
die Entstehung der Basen von Einfluss sei, und hilt es fiir 
moglich, sogar fiir wahrscheinlich, dass die Basen nicht un- 
mittelbar entstehen, sondern dass zuniichst eine noch com- 
plicirtere Verbindung sich bildet, die erst spiiter in Lysin ete. 
zertillt. Im Uebrigen empfahl er mir zur Abscheidung  de- 
Lysins die Benzoylchloridmethode als sehr geeignet und gal) 
mir fiir die Anwendung derselben eine genaue Vorschrift, die 
ich hier, da sie von ihm nicht mehr hat = publicirt werden 
kOnnen, wortlich folgen lasse. Sie enthilt einige Abweichungen 
eegeniiber der von Clara Willdenow kiirzlich veréffentlichten,* 
ist aber spiiter niedergeschrieben, als die Angaben, auf welche 
sich Willdenow stiitzt, und daher jedenfalls als die besser 
von Drechsel in ihren Einzelheiten ausgearbeitete Methode 
anzusehen. 


1) Entgegen der allgemeinen Annahme gehen ganz erhebliche Mengen 
von Amidosiiuren in den Phosphorwolframsiureniederschlag tiber. en 
Verhalten. das noch niherer Untersuchung bedarf. 

2) Zeitschr. f. physiol. Chem., Bd. XXV, 5. 523. 














— en 


«Die Benzoylirung nach Schotten-Baumann  erfolgt 
leicht und glatt; das Produkt ist die Lysursiiure (Dibenzoyl- 
lysin), die in der alkalischen  Fliissigkeit gelést bleibt. Man 
erhitzt diese auf dem kochenden Wasserbade und versetzt heiss 
mit HCl bis zur deutlichen Reaction auf Congo, worauf man 
auf dem Wasserbade erkalten  liisst. Die Lysursiure fillt als 
Qel aus, die Benzoesiiure krystallisirt beim Erkalten aus und 


kann abgeschliimmt werden. Zweckmiissig reinigt man die 
rohe Lysursiiure zuniichst durch Behandeln mit heissem Wasser 
oder durch Umfiillen, dann aber lést man sie in heissem iiber- 
schiissigen Barytwasser, filtrirt, fillt mit CO,, kocht, filtrirt 
wieder und versetzt nun das klare, neutrale Filtrat kochend 
heiss und unter gutem Umschiitteln mit kleinen Mengen ver- 
diinnter Salzsiure, bis eine Krystallisation beginnt.  Jeder 
Tropfen Salzsiiure erzeugt zuniichst eine milchige Triibung, die 
beim Umschiitteln verschwindet und nach einiger Zeit einer 
krystallinischen Fillung Platz macht: setzt man zuviel HCL zu 
(bis zur Reaction auf Congo), so bekommt man eine Olige Fillung, 
die man aber durch Barytwasser wieder lésen kann. Hat man 
den Punct richtig getroffen, so erstarrt die Losung oft schon 
in der Hitze zu einem dicken Krystallbrei, da der saure lysur- 
saure Baryt auch in kochendem Wasser nur sehr schwer l6s- 
lich ist, in kaltem fast gar nicht. Das bei 110° getrocknete, 
oder einfacher bei 145—150° geschmolzene Salz hat die Zu- 





sammensetzung: 2 C,H, o(CjH;0).N,0, + (C,H, ,|C,;H;0|,N,0,),Ba 


und enthiilt 8,85°%/o Ba. » 

Ich habe nun unter modglichst genauer Einhaltung der 
Drechsel’schen Vorschrift die mir aus den 3 Phosphorwolfram- 
siurefallungen verbliebenen Riickstiinde, aus denen das NH,, 
Tyrosin, Leucin und die oben erwiihnte Amidosiure entfernt 
waren, vereinigt und auf Lysin verarbeitet. Die Losung wurde 
mit 750 ceem. 10°/oiger Natronlauge versetzt und allmiihlich 
unter starkem Umschiitteln bis zum jedesmaligen Verschwinden 
des Geruchs 100 gr. Benzoylchlorid zugesetzt. Aus der alkali- 
<chen Lésung schied sich zuniichst ein schmieriger Antheil ab, 
der abfiltrirt wurde. Er war in Alkohol leicht léslich, war aber 
nicht zum Krystallisiren zu bringen und wurde noch nicht 
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weiter untersucht. Das Filtrat wurde auf dem Wasserbade 
erhitzt, heiss HCl bis zur Reaction auf Congo zugefiigt und 
auf dem Wasserbade erkalten gelassen. Es scheidet sich ein 
brauner, harzartiger Bodensatz und dariiber grdssere Menger 
Benzoesiiure ab, welche abgeschliimmt wurden. Das Harz wird 
noch zweimal mit Wasser ausgekocht, aus dem nach dem Er- 
kalten noch reichlich Benzoesiiure ausfallt, und dann in kochen- 
dem Barytwasser gelést, filtrirt, CO, durchgeleitet, gekocht, das 
neutrale, klare Filtrat kochend heiss mit sehr verdiinnter Salz- 
siiure versetzt. Gegen die Erwartung schied sich jedoch nichts 
Krystallinisches aus, nach dem Abkiihlen bedeckt den Boden 
nur etwas schmieriges Harz. Die klar abgegossene Fliissigkeit 
wird wiederum kochend mit verdiinnter HCI versetzt, nach dem 
Abkiihlen von dem wieder nur ausgeschiedenen hellbraunen Harz 
abgegossen und nochmals kochend mit verdiinnter HCl versetzt. 
Auch jetzt war noch keine Reaction auf Congo aufgetreten, es ge- 
niigte aber, wie eine Probe zeigte, ein kleiner Zusatz von HCI, 
um dieselbe hervorzurufen. Krystalle waren kein Mal erhalten, 
Abscheidung 2 und 3 wurden nun gesondert nochmals in Baryt- 
wasser gelOst und nach der Vorschrift behandelt, HCl nur so- 
weit zugefiigt, dass noch keine Congoreaction entstand. Wieder 
wurden nur Harze erhalten. Als jedoch jetzt die Mutterlauge 
von 2 auf Harz 3 ++ seiner Mutterlauge gegossen und gekochi 
wurde, schieden sich plétzlich Krystalle aus, lange Nadeln, von 
denen nach dem Abkiihlen das ganze K6lbchen erfiillt war. 
Sie wurden abfiltrirt, von einem kleineren, noch harzigen An- 
theil abgeschliimmt, mehrmals mit kaltem Wasser ausgewaschen, 
wogen lufttrocken 1,7 gr. Die noch iibrigen harzigen Antheile 
wurden zusammen nochmals in Barytwasser gelést, aber. in 
stiirkerer Verdiinnung, und mit HCl behandelt. Sie lieferten 
ausser Harz noch 1 gr. der Krystalle. Dieselben sind in Alkoho! 
loslich, scheiden sich auf Zusatz des gleichen Volumens Wasser 
allmiihlich in Nadeln aus. 

Die zuerst erhaltenen 1,7 gr. des Barytsalzes wurden 
aus heissem Wasser, in dem sie sich sehr schwer losen. 
umkrystallisirt, beim Abkiihlen entsteht zuniichst eine milchige 
Tritbung, die spiiter schén krystallinisch wird. Es sind mi- 
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kroskopisch lange, feine Nadeln, deren Schmelzpunkt bei 153° 


liegt. 
Barytbestimmuneg. 
0.4573 gr. werden im Platintiegel mehrere Stunden bei 150° getrock- 
net. Die Substanz schmilzt dabei, nach dem Abkiihlen bleibt ein schwach 
velblich gefarbter Lack, der 0.4366 gr. wiegt. Verloren = 0.0207 gr. H,O - 
(9°. Die Substanz wird hierauf mit concentrirter H,SO, abgeraucht, ge- 


~ 


clitht, nochmals mit HCl befeuchtet, mit verdiinnter H,SO, versetzt, g 
trocknet und stark gegliiht. Man erhilt 0.0645 gr. BasO, 0.03792 Ba 
8.7°o. Saurer lysursaurer Baryt verl. 8,83° 0 Ba. 


— 


N-Bestimmung nach Dumas. 

0.2194 gr. der exsiceatortrockenen Substanz (verlor ber 110° nur 
noch 0,6°.0 H,O) gab 14,4 cem. N bei 17° und 764 mm. Bar. 

N = 0,01680192 =— 7,6°%o. Verl. N = 7,3°%o. 

Wurde der Rest des Barytsalzes in kochendem Wasser 
gelOst. und heiss mit verdiinnter H,SO, in kleinem Ueberschuss 
versetzt, dann schnell filtrirt, so scheidet sich aus dem klaren 
Filtrat beim Abkihlen eine milchige Triibung aus, die sich zu 
Boden setzt und nach mehrtiigigem Stehen allmiihlich in schdne 
Krvystalldrusen umwandeit, die aus liinglichen  Bliittchen  be- 
stehen, anscheinend freier Lysursiure.  Dieselben  schmelzen 
be. 150°. Fir eine genauere Untersuchung war nicht mehr 
venugend Material vorhanden. 

Ob bei der von mir benutzten Methode der Caseinspaltung 
wirklich nur so geringe Mengen  basischer Bestandtheile vor- 
handen sind, als ich sie erhielt, vermag ich nicht zu sagen, es 
bedarf dazu jedenfalls einer nochmaligen Untersuchung: allem 
Anscheine nach sind jedoch gréssere Mengen Lysin vorhanden, 
z. bB. wandelte sich eine der harzigen Ausscheidungen des 
sauren lysursauren Baryts noch nach 14tagigem Stehen zum 
Theile in Krystalle um. Jedenfalls sind die Bedingungen, unter 
denen der saure lvsursaure Baryt zum Krystallisiren zu bringen 
ist, nicht so leicht zu beherrschen, als es nach der Drechsel- 
schen Vorschrift den Anschein hat. 


Die Verarbeitung des nach dem Abdampfen des Alkohols 
erhaltenen letzten Riickstandes auf die darin ausser den Basen 
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enthaltenen Bestandtheile stiess zuniichst auf grosse Schwierig- 


keiten. Der in einem Versuch aus 325 gr. Casein erhaltene 
Riickstand, der 65 gr. wog, wurde heiss in absolutem Alkoho| 
gelost, nach einigen Tagen schied sich nur etwas Leucin ab. 
von dem abfiltrirt wurde. Das Filtrat wurde abdestillirt, e- 
schied sich nichts aus: beim Versetzen mit Wasser erhilt man 
noch geringe Mengen des Pyridinderivats. Um das im Filtrat 
anscheinend in grossen Mengen enthaltene Leucin zu gewinnen, 
wurde das Ganze in 3 |. Wasser gelést, gekocht und frisch 
gefiilltes Cu(OH), eingetragen, bis sich nichts mehr léste, das 
dunkelblaue Filtrat auf kleines Volumen eingedampft. Es scheidet 
sich jedoch nicht die Spur Leucinkupfer aus. Das Cu wurde 
darauf durch H,S entfernt, das schwach gelblich gefirbte Fil- 
trat auf ca. 20 ccm. eingedampft. Selbst nach mehrmonat- 
lichem Stehen wurde die Masse nicht fest, es trat in dem 
Syrup nur eine Ausscheidung von garbenformigen Nadeln (wahr- 
scheinlich Tyrosin) und blassen Kugeln (wohl Leucin) ein. 
Nachdem auch eine Reihe anderer Versuche, deren nihere Be- 
schreibung zwecklos wiire, resultatlos verlaufen war, gelangte 
ich schliesslich auf folgende Weise zum Ziele: 

Das bei der Verarbeitung auf Basen gewonnene Filtrat 
des 3. Phosphorwolframsiureniederschlages des aus 21/2 kg. 
Casein erhaltenen letzten Riickstandes (siehe oben), ca. 26 |.. 
wurde mit starkem Barytwasser von der itiberschiissigen Phos- 
phorwolframsiure befreit und zu der schon stark alkalischen 
Fliissigkeit noch so viel Ba(OH), zugesetzt, dass beim Durch- 
leiten von CO, etwas tiberschiissiger Baryt ausfiel — es wurde 
dazu etwa 1 kg. fester Aetzbaryt verbraucht -—, darauf der 
tiberschiissige Baryt durch CO, entfernt und das Filtrat, also 
das Barytsalz aller vorhandenen Stoffe, auf etwa 2 I. einge- 
dampft und von etwas nachtraglich ausgeschiedenem baC0O, 
abfiltrirt. Beim weiteren Einengen zum diinnen Syrup schieden 
sich grosse Massen eines Barytsalzes ab (I), das aus mikro- 
skopisch kleinen spitzen Nadeln besteht. Es wird abfiltrit und 
mit etwas kaltem Wasser ausgewaschen. Die Mutterlauge gibt 
bei weiterem Einengen eine zweite Abscheidung (II). Deren 
Mutterlauge ist schon sehr dickfliissig und wird nicht weiter 
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eingeengt. (Barytsalz Ill.) Barytsalz | wird in viel heissem 
Wasser gelost und der Baryt durch H,SO, genau ausgefillt, 
das Filtrat mit Ag,O zur Entfernung der letzten Spuren Cl ge- 
<chiittelt, das Filtrat mit H,S entsilbert und das nun erhaltene 
Filtrat auf ca. 50 cem. eingedampft. Es scheidet sich eine 
srosse Menge Krystalle aus, die fast nur aus langen Nadeln, 
gun =Theile dicken prismatischen Krystallen  bestehen. Sie 
werden abfiltrirt, reichlich mit kaltem Wasser ausgewaschen, in 
dem sich kaum etwas lést. Sie sind auch in heissem Wasser 
<chwer léslich, geben sehr starke Millon’sche Reaction, schmelzen 
bei 293°. Es handelt sich um Tyrosin, dessen Menge 6 gr. betrug. 
Das Filtrat gab noch schwache Millon’sche Reaction. Es wird 
zusammen mit dem Waschwasser auf 20 ccm. eingedampft. Dabei 
<cheiden sich zunichst 5,5 gr. Leucin ab, aus dessen Filtrat man 
bei weiterem Einengen noch 2,8 gr. und nochmals 7,7 gr. Leucin 
erhilt. Das Filtrat der letzteren, welches starke Millon’sche 
Reaction gibt, wahrend die 3 Leucinfractionen sie nur sehr 
<chwach zeigen, wird weiter bis zum etwas dickfliissigen Syrup, 
auf etwa 10 ccm., eingeengt, nach mehrtigigem Stehen unterm 
Kxsiccator scheiden sich noch 5 gr. Leucin ab. Deren Filtrat 
wird etwas mit Wasser verdiinnt, mit Thierkohle entfirbt und 
un der Luft stehen gelassen. Es secheiden sich allmiihlich 
noch geringe Mengen Tyrosin ab, nach deren Abfiltriren eine 
syrupdse Mutterlauge bleibt, die unterm Exsiccator sich etwas 
eindickt, aber nichts Festes mehr absetzt. Es sind etwa 2 bis 
3 cem., die in Alkohol léslich sind und noch Millon’sche 
Reaction geben. Barytsalz | bestand also fast ganz aus Tyrosin 
‘iber 6 gr.) und Leucin (21 gr.). 

Barytsalz Il, das in geringerer Menge erhalten war, 
wird in derselben Weise behandelt, liefert aber trotz positiver 
Millon’scher Reaction keine Tyrosinabscheidung. Man erhiilt 
(durch fractionirtes Eindampfen 1,5 + 1,5 -+- 5,7 = 8,7 gr. Leucin. 
Das letzte Filtrat wird unterm Exsiccator noch theilweise krystal- 
linisch von ausgeschiedenem Leucin, das sich nicht mehr gut 
abfiltriren liisst. Es handelte sich im Ganzen bloss noch um 
wenige Cubikcentimeter. 

Die Lésung von Barytsalz III hatte nach mehrmonat- 
chem Stehen nur minimale Mengen Krystalle von dem Ver- 
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halten des Barytsalzes Il abgesetzt, von denen abfiltrirt: wird. 
Da es mir aussichtslos erschien, aus dem schon dickfliissige) 
Syrup durch weiteres Einengen etwas Greifbares zu gewinnen, 
so fillte ich den Baryt durch H,SO, genau aus, wozu etwa 
3800 cem, 20°/oiger H,SO, erforderlich waren. Das Ba- und 
H,SO,-freie Filtrat) wird nach Entfairben mit Thierkohle zu 
einem diimnnen, hellgelben Syrup eingedampft, der nicht krystalli- 
sirt. Eine Probe wird bei weiterem Eindampfen auch nicht 
krystallinisch, ebensowenig ein aus ihr dargestelltes Zinksaly, 
das auf Zusatz von Alkohol und Aether 6lig ausfallt. Die da- 
raus zuriickgewonnene freie Siiture, auf dem Wasserbade ein- 
gedampft und tiber H,SO, lingere Zeit getrocknet, wird lack- 
artig, lost sich leicht in| Alkohol, wird daraus durch Aether 
Olig gefillt. Nach diesen und verschiedenen anderen frucht- 
losen Versuchen, die Siiure oder Salze derselben zum Krystalli- 
siren zu bringen, kam ich endlich in folgender Weise zum 
Ziele: ich versetzte die Masse mit viel concentrirter HCl, worin 
sie sich leicht loste, und dampfte sie zu einem Syrup ein. 
Derselbe erstarrte innerhalb 24 Stunden zu einem dicken 
Krystallbrei, der mit der Saugpumpe abgesogen, noch dreimil 
mit frischen Portionen concentrirter HCl verrieben und immer 
wieder filtrirt wurde, bis ein fast farbloses Krystallpulver zuriick- 
blieb. Dieses wird zur weiteren Reinigung in etwa 100 cem. 
concentrirter HCL unter Sieden gelést, durch Glaswolle klar 
filtrirt. Aus der schwach briunlich gefiirbten Fliissigkeit scheiden 
sich bei langsamem Abkihlen in etwa_ einer Stunde feste 
Krystalldrusen ab, die aus tiber 1 cm. langen, dicken = pris- 
matischen Krystallen bestehen. Es sind nach dem Auswaschen 
mit Salzsiiture und Trocknen an der Luft 43 gr. Aus  threr 
Mutterlauge erhiilt man bei weiterem Einengen zum Syrup noch 
10 gr. derselben Krystalle, deren Mutterlauge bei weiterem 
Kindampfen nur noch etwa 3 ccm. betriigt und nicht mehr 
krystallisirt. Aus verdiinnter Salzsiiure scheiden = sich dic 
Krystalle in grossen, gliinzenden, durchsichtigen, dicken recht- 
eckigen Tafeln ab. Ein kleiner Theil der Krystalle wird = in 
Wasser gelist, mit Ag,O von der Salzsiiure befreit, das geloste 
Silber durch H,S entfernt und das Filtrat) zur Trockne ver- 
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dampft. Es bleibt) ein” krystallinischer Riickstand von reiner 
Glutaminsiiure zuriick, die bei 202° schmilzt. 


Siimmitliche Mutterlaugen der salzsauren Glutaminsiiure 
werden wieder zum Syrup eingedamptt. Derselbe ist’ schwarz 
vefirbt und erstarrt allmiihlich im Laufe mehrerer Wochen zu 
einem dicken Krystallbrei, der wiederum aus salzsaurer Glut- 
aminsiiure besteht. Aus ihrer Mutterlauge lassen sich durch 
weiteres Eindampfen noch 2 Portionen der salzsauren Glutamin- 
siiure gewinnen. Die letzte Mutterlauge, die sehr dickfliissig 
ist, wird nach mehrmonatlichem Stehen nur zum geringen Theil 
krvstallinisch und zwar scheiden sich nicht prismatische Nadeln, 
sondern nur Kugeln ab, die sich nicht gut trennen lassen. 
Sie wird nun in viel Wasser gelést, die Salzsiiture durch Kupfer- 
oxydulschlamm moglichst entfernt, das blaue Filtrat durch HS 
entkupfert, nach Verjagen des H,S die letzten Spuren HC! 
durch Ag,O entfernt und das durch H,S-Behandlung entsilberte 
Filtrat auf etwa 100 com. eingedampft. Jetzt, nach Entfernung 
der grossen Massen Glutaminsiiure, scheidet sich endlich viel 
reines Leucin ab, ebenso noch bei dreimaligem  fractionirten 
Kindampfen. Die letzte Mutterlauge ist schon dickfliissig, von 
den ausgeschiedenen Krystallkugeln nicht gut zu trennen. Sie 
wird mit den letzten geringen Mutterlaugen, die aus Barytsalz | 
und I] erhalten waren, vereinigt, in viel Wasser gelOst, mil 
Thierkohle entfiirbt und wieder fractionirt eingedampft. Man 
erhilt noch 2 Krystallabscheidungen, die sich nach einmaligem 
Umkrystallisiren als reines Leucin erweisen. Die vereinigten 
letzten dickfliissigen Mutterlaugen erstarren unter dem Exsic- 
cator zu einem Krystallbrei von Kugeln, jedenfalls auch Leucin, 
die sich indessen nicht mehr gut absaugen lassen. thre Ge- 
sammtmenge betrigt nicht mehr wie 10 gr., die also aus dem 
letzten Riickstand von 24,2 kg. Casein als alleiniger, nicht 
krystallinischer Rest iibrig blieben, wahrscheinlich aber bei 
weiteren Bemiithungen auch noch zum Krystallisiren zu bringen 
wiren. Alles Uebrige ist durch das von mir angewandte Ver- 
fahren in krystallinische Bestandtheile zerlegt worden und zwar 
bestand es aus geringen Mengen Tyrosin, grossen Massen Glut- 
aminsiiure und reichlichen Leucinmengen. 











Grossere Schwierigkeiten noch, als die Verarbeitung des 
letzten Riickstandes bereitete die Zerlegung der in’ Alkoho| 
unloslichen, friiher von mir sogenannten Oligen Siiure. Nach- 
dem ich mit ihrer Umwandlung in das Cu-Salz nicht zum Ziele 
gekommen war, léste ich die aus 2 kg. Casein stammende 
Masse in kochendem Wasser, dabei blieb ein Theil ungelést, der 
fast ganz aus Anorganischem bestand. Die Loésung (11/2 Liter) 
wurde nun fractionirt mit Bleiacetat gefallt, welches einen 
dicken, flockigen Niederschlag erzeugte. Ich erhielt 6 Fallungen 
durch je 15 gr. Bleiacetat in 10°/oiger Lésung. Das letzte, 
nur wenig entfiirbte Filtrat gab keine Fiillung mehr. Die in 
Wasser suspendirten und durch H,S zersetzten Niederschlige 
gaben beim Kindampfen geringe Mengen von Syrupen, die krystal- 
linisch erstarrten und der Hauptsache nach aus anorganischen 
Salzen bestanden. Das Filtrat der letzten Bleifiillung wurde 
durch H,S entbleit, das Filtrat zur Verjagung der Essigsiure 
viermal unter Erneuerung des Wassers eingedampft, nochmals 
in Wasser gelOst, mit Thierkohle entfiirbt und zu einem diinnen 
Syrup eingeengt, der auf keine Weise zum Krystallisiren zu 
bringen war, sodass ich die Einzelheiten dieser Versuche um- 
gehen kann. Ich versuchte es nun mit der Ueberfiihrung in 
ein salzsaures Salz. Der ganze Syrup wurde mit einem grossen 
Ueberschuss concentrirter HC] vermischt und zu einem miissig 
dicken Svrup eingedampft, der nach laingerem Stehen nur etwas 
Anorganisches absetzte, das durch Glaswolle abfiltrirt wurde. 
Kin weiterer Zusatz von HCI und achttigiges Stehen bewirkten 
die Abscheidung eines miissigen Bodensatzes, der aus  salz- 
saurer Glutaminsiiure bestand. (S. die I. Mittheilung, 5S. 174, 
Anmerkung.) Eine Reihe weiterer Versuche, den Syrup zum 
Krystallisiren zu bringen, schlug wiederum fehl. 

In der Annahme, dass derselbe vielleicht die Mutter- 
substanz einer krystallisirenden Saure enthalte, die beim blossen 
Kochen mit HCl noch nicht abgespalten wurde, léste ich ihn 
in 200 ceem. concentrirter HCl, fiigte 200 cem. Wasser und 
90 gr. Zinnchloriir zu und kochte das Gemenge 3 Tage lang. 
Die Loésung wurde in der iiblichen Weise weiter verarbeitet, 
der schliesslich erhaltene salzsaure Syrup lieferte nach 3 Monate 
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langem Stehen allmiihlich 3 gr. eines Bodensatzes, der aus 
salzsaurer Glutaminsiiure bestand. Das Filtrat davon war nicht 
mehr zum Krystallisiren zu bringen. 

Nachdem alle diese Versuche zur Trennung des Gemenges, 
un das es sich zu handeln schien, fehlgeschlagen, ging ich, 
in der Meinung, dass die Verarbeitung einer grésseren Menge 
vielleicht eher ein Resultat ergeben wiirde, in folgender Weise 
vor: Die aus 4 kg. Casein einzeln erhaltenen 4 Antheile an 
der in) Alkohol schwer léslichen Substanz, im Ganzen ca. 
TOO or., wurden vereinigt in 2 |. Wasser unter Erwiirmen 
gelOst, von einem ungelésten, hauptsiichlich anorganischen 
Antheil abfiltrirt und noch warm mit der gleichen Menge con- 
centrirter HCl vermischt. Nach Ablauf von 6 Wochen hatte 
sich nichts ausgeschieden. Die L6sung wird darauf auf 1'/2 1. 
eingedamplt. Jetzt. endlich beginnt nach einigen Tagen am 
Rande der Schale eine Krystallisation und allméhlich wandelt 
sich der Inhalt in einen Krystallbrei um, der aus langen, 
rosettenformig angeordneten Nadeln besteht. Sie wurden durch 
Glaswolle abzusaugen versucht, dies gelang indes nicht ganz 
vollstiindig, da das Filter sich allmiihlich verstopfte. Das er- 
haltene Filtrat lheferte bei weiterem Einengen nochmals reich- 
lich Krystalle, die auch, soweit moéglich, abfiltrirt wurden. Die 
auf den Filtern zuriickgebliebene Masse, Gemenge der Krystalle 
mit ziemlich viel Mutterlauge, wird durch Erwirmen gelost, 
liltrirt, erstarrt nach dem Abkiihlen wieder zu einem dicken 
Krystallbrei, der sich durch Filtriren wiederum nicht abtrennen 
liess. Er wird jetzt in Wasser gelost, filtrirt und zu einem 
dicken Syrup eingedampft. Nach mehrtigigem Stehen erstarr! 
derselbe zu einem weichen Krystallbrei, der auf Filtrirpapier- 
platten von der Mutterlauge mioglichst befreit wird, die dem 
Papier dann durch Auslaugen mit Wasser wieder vollstiindig 
entzogen wird. Die Krystalle werden aus concentrirter HCl 
umkrystallisirt, man erhiilt so etwas iiber 200 gr. des salz- 
sauren Salzes in fast farblosen Krystallen. Von einem kleinen 
Theil wird die freie Siiure durch Behandlung mit Ag,O dar- 
gestellt, es resultiren Krystalle von reiner Glutaminsiiure, deren 
Schmelzpunkt bei 203-——204° lag. 
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Siimmtliche Mutterlaugen und die aus dem Filtrirpapier 
ausgelaugte Masse wurden vereinigt, mehrmals mit Wasser al- 
gedampft, mit) Thierkohle moglichst entfarbt und das Filtrat 
auf Svrupdicke eingedampft, wobei es sich wieder sehr dunke! 
fiirbte. Nach mehrmonatlichem Stehen scheidet sich am Boden 
der Schale ein weicher, wieder aus salzsaurer Glutaminsiiure 
bestehender. Krystallbrei aus, der indes durch Filtriren nicht 
rein zu erhalten war, da sich das Filter, nachdem ein Theil 
filtrirt war, verstopfte. Von dem ganzen Gemenge war etwa 
die Hiilfte als klares Filtrat zu erhalten, die andere Hiilfte, die 
den Krystallbrei enthielt, wurde nicht weiter verarbeitet. Das 
Kiltrat wurde in viel Wasser gelést, durch Kupferoxvdul von 
der Salzsiiture befreit, das Filtrat durch H,S entkupfert und 
das nun fast farblose Filtrat zu einem dicklichen Syrup = (aut 
etwa d00 com.) eingedampft. Derselbe erstarrt nach mehreren 
Tagen allmihlich zu einem Brei von Krystallen, die in ihrem 
Aussehen Leucinkugeln gleichen: sie liessen sich durch Filtriren 
nicht trennen. (Wurde eine kleine Probe des Gemisches_ in 
concentrirter HCL gelést, dann die 3—dfache Menge Alkoho! 
zugesetzt, wobei die Lésung klar blieb, und jetzt stark mit NaOH 
iibersiittigt, so schieden sich im Verlauf von 2% Stunden reich- 
lich Krystalle aus, lange Nadeln, die ganz unorganisch = sind 
und in denen Ca, CO,, H,50,, viel H,PO, und Spuren Cl ent- 
halten sind; die Hauptmasse ist wohl phosphorsaurer Kalk. 
Der Krystallbrei enthélt also sehr viel Anorganisches, was 
wahrscheinlich mit der Grund fiir die schlechte Abscheidbarket! 
der Krystalle ist.) 

Der Krystallbrei wurde jetzt mit Alkohol tibergossen, unter 
Alkohol Ofters durchgeknetet, der Alkohol nach einigen Tagen 
abgegossen, erneuert und diese Procedur dreimal wiederholt: 
nach etwa & Tagen ist die Masse zum groéssten Theil fest 
geworden. Nach der Trennung von der letzten alkoholischen 
Mutterlauge, die mit den andern beiden vereinigt wird, wird 
der Riickstand auf dem Wasserbade bis zur Gewichtsconstanz 
vetrocknet, wobei die feste Masse wieder etwas zerfliesst. Sie 
wiegt 240 gr. Da sie nur aus etwa der Hiilfte der Mutterlauge 
der salzsauren Glutaminsiiure gewonnen ist, wiirden also in 
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den 700 gr. der Oligen Siiure, die zur Verarbeitung kamen, ca. 
ik0) gr. dieser Substanz enthalten gewesen sein, sodass, wenn ich 
die 200 gr. der salzsauren Glutaminsiure dazu rechne, auch die 
ilige Siiure fast vollstaéndig in krystallisirbare Produkte sich hat 
zerlegen lassen. Eine giinzliche Aufarbeitung der 240 gr. und der 
alkoholischen Mutterlaugen hat bisher noch nicht. stattfinden 
kjnnen, ich habe erstere zwar schon in eine Reihe Fractionen 
zerlegt, dieselben aber, die neben Leucin als Hauptbestandtheil 
noch grosse Mengen anorganischer Substanzen enthielten, noch 
nicht definitiv erledigen kénnen, was ich mir fiir spiiter vorbehalte. 

Ziehe ich in aller Kiirze das Facit aus den mitgetheilten 
Versuchen, so glaube ich nachgewiesen zu haben, dass es sehr 
wohl moglich ist, die Spaltungsprodukte des Eiweisses quantitativ 
zu isoliren und bis auf einen minimalen Rest  krystallisirt zu 
erhalten und zu identificiren. Wenn ich heute noch nicht in 
der Lage bin, ganz genau das gegenseitige quantitative Ver- 
hiiltniss der einzelnen Spaltungsprodukte anzugeben, so liegt 
das an der Schwierigkeit, in diesen ersten Versuchen, in denen 
zur Feststellung der geeigneten Methodik noch viel herumprobirt 
werden musste, ganz ohne Verluste zu arbeiten, was, wie ich 
hoffe, in den niichsten Versuchen gelingen wird. Ich kann 
daher z. B. die aus dem Casein abspaltbare Leucinmenge vor- 
liufig nur schiitzungsweise zu 40—50°/o angeben und will auch 
heute tiber die Menge der Glutaminsiiure, die von friiheren 
Forschern schon auf etwa 30°/o berechnet ist und womit an- 
<cheinend das Richtige getroffen ist, mich einer bestimmten 
Meinungsiiusserung enthalten. Jedenfalls aber glaube ich be- 
rechtigt zu sein, den von Kossel auf dem letzten Physiologen- 
congress in Cambridge!) gethanen Ausspruch: «Die friher 
illein bekannten Spaltungsprodukte der Eiweisskérper, die 
Monoamidosiiuren, haben sich einer quantitativen Bestimmung 
recht wenig zugiinglich erwiesen» jetzt fiir nicht mehr zutreffend 
Zi erachten. 


Zum Schluss moéchte ich noch iiber einen Spaltungs- 
versuch berichten, den ich mit Hornsubstanz angestellt habe. 


L898, S. DRI. 





1) Deutsche med. Wochenschr. 
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950 gr. feine, vom Drechsler bezogene Hornspiine wurden mit 
+ |. concentrirter HCL 5 Stunden gekocht. Die entweichendey 


Gase rochen nach H,S, aber auch mercaptaniihnlich. In dem 
vorgelegten Wasser war wieder der Jodoform gebende Koérpe) 
nachweisbar. Eine quantitative Bestimmung desselben mittels| 
Jods und unterschwefligsauren Natriums ergab auf Aceton 
berechnet ca. 0,1 gr. indessen ist jedenfalls mehr davon  ab- 
gespalten, da das Wasser in der Vorlage sich durch die HC)- 
Absorption sehr stark erwiirmt und dabei wohl einen Theil 
der fliichtigen Substanz wieder entweichen liisst. Im Uebrigen 
wird die Verarbeitung in der gewohnlichen Weise vorgenommen. 
Der Versuch ergab 43,5 gr. Tyrosin, also nicht erheblich mel, 
als das Casein, auch sonst fanden sich iéhnliche Verhiiltnisse. 
Ich muss jedoch erwiihnen, dass dem ausgeschiedenen Tyrosin 
reichlich Krystalle in Briefcouvertform beigemengt waren, die. 
wie die Untersuchung ergab, aus oxalsaurem Kalk bestanden. 

Das gesammte Tyrosin -+ den Krystallen wurde mit etwas 
vanz verdiinnter HCL verrieben stehen gelassen, dann_ filtrirt 
und etwas ausgewaschen, das Filtrat mit essigsaurem Natriun 
versetzt. Neben Tyrosin fanden sich wieder viel Briefcouvert- 
krystalle. Auf Zusatz von NH, léste sich das Tyrosin, dic 
Briefcouvertkrystalle blieben zuriick. Sie wogen 0,1885 gr. Eine 
Kalkbestimmung derselben ergab 20,6°/o Ca, withrend oxal- 
saurer Kalk 31,3 Ca verlangt. Sie bestehen also nur zu zwei 
Dritteln aus oxalsaurem Kalk, das Uebrige waren noch Ver- 
unreinigungen. 1 kg. Horn liefert demnach etwa 0,12 gr. oxal- 
sauren Kalk. Nachtriiglich, als ich jetzt mehr darauf achtete. 
stellte sich heraus, dass auch bei der Caseinspaltung dem 
Tyrosin oxalsaurer Kalk beigemengt war. Die Angabe von 
Drechsel, dass bei der Eiweissspaltung durch Siiuren, im Gegen- 
satz zu der durch Alkalien, weder CO, noch oxalsaurer Walk 
abgespalten wird, beruht also auf einem Irrthum, und dahe 
sind auch die von ihm daran gekniipften theoretischen Betrach- 
tungen als nicht mehr zu Recht bestehend anzusehen. 











Ueber den Eiweissumsatz und die Bildungsweise des Asparagins 
und des Glutamins in den Pflanzen. 
Von 
E. Schulze. 


(Der Redaction zugegangen am 19. November 15%.) 


In einer vor etwa einem Jahre in dieser Zeitschrift: publi- 
cirten Abhandlung!) sind von mir die Anschauungen dargelegt 
worden, die ich mir auf Grund experimenteller Untersuchungen 
iiber den Umsatz der Eiweissstoffe in der Pflanze gebildet 
habe: auch suchte ich dort zu_ erkliiren, wie die starke An- 
hiiufung des Asparagins und des Glutamins in’ Keimpflanzen 
zu Stande kommt. Auf diesen Gegenstand komme = ich hier 
zuriick, dazu veranlasst dureh die Aeusserungen, welche = in- 
zwischen von anderer Seite dariiber gemacht worden. sind. 

In einer unter dem Titel «Ueber die Entstehung und 
Umwandlung des Lecithins in der Pflanze » publicirten Abhand- 
lung*) behandelt J. Stoklasa «den Umsatz des Lecithins 
und der Eiweissstoffe in Pflanzen aus dunklem Vegetations- 
raum». Er zeigt, dass bei griinen Lupinenpflanzen, welche in 
einen dunklen Raum gebracht worden waren und darin 13 Tage 
lang verweilten, sowohl in den bliattern wie in den Wurzel- 
knollchen eine starke Abnahme der Eiweisssubstanzen, dagegen 
eine Zunahme der durch Salzsiiure unter Abspaltung von Am- 
noniak zersetzbaren Amide (Asparagin und Glutamin) erfolgte. 
Diese Wahrnehmung steht in Uebereinstimmung mit den Er- 
eebnissen unserer Untersuchungen: von E. Bosshard, E. Kisser 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XXIV, S. 18—114. 
2) Ebendaselbst. Bd. XXV, 8. 398—405. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, XXV1I. 














und mir?) ist schon vor vielen Jahren nachgewlesen worden, 
dass in jungen Leguminosen- und Gramineenpflanzen, wenn 
man dieselben 6—8 Tage lang in einem dunklen Raum vege- 
tiren liisst, die Eiweisssubstanzen an Menge rasch abnehmen. 
withrend gleichzeitig die durch Salzsiiure zersetzbaren Amide 
sich stark vermehren. Es gelang uns leicht, aus so behandelten 
Pflanzen Asparagin in Krystallen abzuscheiden: aus bliittern 
der Riibe und des Kohlrabis, welche fiir einige Tage ins Dunkle 
gebracht worden waren, habe ich spiiter auch Glutamin dar- 
stellen konnen.2) Ob aber Asparagin und Glutamin die einzigen 
durch Salzsiiure zersetzbaren Amide waren, welche in den ins 
Dunkle gebrachten Pflanzen beim Umsatz der Eiweissstoffe sich 
bildeten, ist eine noch offene Frage. %) 

Nachdem Stoklasa aus seinen Versuchen auch noch 
den Schluss abgeleitet hat, dass die Verdunkelung sowohl in 
den Blittern wie in den Wurzelknéllchen eine Abnahme des 
Lecithingehalts zur Folge hat, kommt er auf die Bildungs- 
weise des Asparagins zu sprechen. Auf Seite 402. seiner 
Abhandlung sagt er Folgendes: «Es ist sehr schwer,— sich 
iiber die bei der Asparaginbildung  stattfindenden chemischen 
Vorgiinge zu jiussern: die Verhiiltnisse scheinen derartige zu sein, 
dass bei Dissimilationsprocessen der Sauerstoff nicht nur auf die 
Kohlenhydrate, sondern auch auf die Eiweissstoffe einwirkt, uad 
aus den letzteren das Asparagin entsteht. E. Schulze nimmt 
allerdings auf Grund seiner Versuche an, dass die Zersetzung 
der Eiweissstoffe bei den Dissimilationsprocessen durch eine 
Hydrolyse stattfinde, und zwar in der von E. Drechsel an- 
gedeuteten Weise. » 

Nach diesen Aeusserungen scheint Stoklasa der von 

1) Ebendaselbst, Bd. IX, S. 434 u. 435, Landwirthsch. Versuchsst.. 
Bd. XXXVI, S. 1. 

2) Diese Zeitschrift, Bd. XX, 8. 327. x 

3) Die aus verdunkelten Haferpflanzen abscheidbare Asparagin- 
menge blieb hinter der Quantitiét, die sich nach Sachsse’s Methode aus 
dem beim Kochen eines wisserigen Extracts mit Salzsiiure entstandenen 
Ammoniak berechnete, so sehr zuriick, dass auf das Vorhandensein an- 
derer durch Salzsiiure zersetzbarer Amide zu schliessen war. Die Ab- 
scheidung von Glutamin gelang uns nicht. 














mir fir die fraglichen Processe gegebenen Erkliirung nicht zu- 
yustimmen. Es ist mir jedoch auffallend, dass er in seiner Ab- 
handlung nur iltere von meinen Arbeiten citirt, die letzte 
meiner beziiglichen Publicationen dagegen unerwiihnt  liisst. 
In dieser letzten Publication habe ich aber den Beweis dafiir 
erbracht, dass in Keimpflanzen Asparagin aus anderen Pro- 
dukten des Eiweissumsatzes gebildet wird, und zwar aus Pro- 
dukten, welche weder Albumosen noch Peptone sind, und 
ich darf wohl erwarten, dass dies bei Erérterungen beriick- 
sichtigt wird, deren Gegenstand die zur Asparaginbildung 
fiihrenden chemischen Vorgiinge bilden. 

Jener Nachweis ist bisher nur an Keimpflanzen bei- 
vebracht worden; ich habe es fiir eine noch offene Frage er- 
kliirt, ob auch in den ins Dunkle versetzten griinen Pflanzen 
Asparagin aus anderen Produkten des Eiweissumsatzes ent- 
-teht. Um diese Frage entscheiden zu koénnen, miisste man 
iiber die chemischen Vorgiinge, die in den so behandelten 
Pflanzen sich abspielen, eingehendere Kenntnisse besitzen, als 
es zur Zeit der Fall ist.1) Es sind mir aber keine Thatsachen 
bekannt, welche uns zwingen konnten, die obige Frage zu 
verneinen. Ich habe dies in meiner oben citirten Abhandlung ?) 
wusgesprochen, und die Versuche Stoklasa’s haben keine 
Resultate gehabt, welche mich veranlassen kénnten, diese 
Meinung zu iindern. 

Was nun die von Stoklasa bevorzugte Ansicht betrifft, 
dass bet der Oxydation der Eiweissstoffe Asparagin entstehe 

eine Ansicht, welche schon friiher von anderer Seite aus- 


1) Wir wissen bis jetzt nur, dass in den ins Dunkle gebrachten 
Pilanzen die Eiweissstoffe an Menge abnehmen, wiihrend dagegen die 
durch Salzsiure unter Ammoniakbildung zersetzbaren Stickstoffverbin- 
dungen sich vermehren, und dass unter diesen Stickstoffverbindungen 
Asparagin und Glutamin sich finden; ob aber diese beiden Amide die 
einzigen durch Siuren unter Ammoniakbildung zersetzbaren sStickstoff- 
verbindungen sind, welche sich vorfinden, ob neben ihnen auch Amido- 
siuren der fetten und der aromatischen Reihe, Arginin u. s. w. auf- 
‘'reten, das sind Fragen, welche noch der Beantwortung harren. 

*) Vergl. S. 87. 































gesprochen wurde —, so iiussert sich W. Pfeffer!) tiber dic- 
selbe folgendermassen: = « Der Wirklichkeit entsprechen  siche) 
nicht die Vermuthungen von Palladin und Loew, nach dener 
speciell das Asparagin im Athmungsprocess, die tbrigen Amid- 
kOrper aber durch proteolytische Zerspaltung gebildet werden 
sollen. Jedenfalls ist durch Versuche festgestellt, dass auch be 
Ausschluss von Sauerstoff in der intramolekularen) Athmune 
Asparagin. reichlich entsteht. Dazu ist noch zu bemerken. 
dass ©. Loew seine hier von Pfeffer kritisirte Annahime 
schon vor liingerer Zeit aufgegeben und durch eine andere er- 
setzi hat. welche in Uebereinstimmung mit den von mir aus- 
gesprochenen Anschauungen steht. 

Die Annahme, dass bei der Oxydation der Eiweissstotte 
in der Pflanze Asparagin sich bilde, findet auch keine Stiitze 
in den in Bezug auf das chemische Verhalten der Eiweissstofie 
gemachten Erfahrungen. In meiner oben citirten Abhandlune 
habe ich es jedoch fiir moglich erkliirt, dass die Umwandlung 
anderer Produkte des Eiweissumsatzes in Asparagin mit Oxy- 
dationsprocessen zusammenhiange. Es sei hier erwithnt, dass 
eine dahingehende Annahme trotz der Beobachtungen, welche 
tuber die Asparaginbildung im intramolekularen Stoffwechsel be 
Sauerstoffausschluss gemacht wurden, aufrecht erhalten werden 
konnte: denn nach den von mir ausgesprochenen Anschauunger 
kann ja Asparagin, ausser durch Umwandlung anderer Produkte 
des Eiweissumsatzes, auch durch Spaltung der Eiweissstotle 
hezw. der Peptone in gewisser Menge direkt gebildet werden.’ 
Cebrigens habe ich in meiner) Abhandlung hervorgehobeu. 
dass eine Schlussfoleerung in Bezug auf die Art und Weise. 
in welcher Asparagin aus anderen Produkten des  Eiweiss- 
umsatzes entstehe, aus meinen Untersuchungen nicht abzuleiten 
sel, und dass diese Frage fiir eine noch offene erkliirt werden 
misse. Die in dieser Frage von mir gemachten Aeusserunget 
hatten hauptsiichlich den Zweck, zu zeigen, dass die Umwand- 
lung gewisser Eiweisszersetzungsprodukte in Asparagin mil 


1) Ptlanzenphysiologie, Il. Auflage, Bd. L, S. 464. 
2) Man vergl. meine Abhandlung, diese Zeitschrift. Bd. XXIV 











Hiilfe von chemischen Vorgiingen erfolgen kann, deren Statt- 
finden im Organismus entweder schon nachgewiesen, oder doch 
mit grosser Wahrscheinlichkeit anzunehmen ist. Es ist) aber 
moglich, dass der fragliche Process in anderer Weise verliiuft.!) 

Die letzte der Bemerkungen, die ich zu Stoklasas 
Abhandlung zu machen habe, betrifft} die) von diesem Autor 
auf Seite 403 und 405 ausgesprochene Ansicht, dass in den 
phanerogamen Pflanzen die Eiweisssynthese nur unter Mit- 
wirkung des Lichts stattfinde. Diese Ansicht steht in Wider- 
<pruch mit den Resultaten der Versuche Kinoshita s, Han- 
-teens, Susukis und Zalesky's?) und wiirde nur autrecht 
erhalten werden kénnen, wenn zuvor die Unrichtigkeit) der in 
diesen Versuchen erhaltenen Ergebnisse nachgewiesen worden 


wire. 


Nach den Vorstellungen, die ich mir auf Grund meiner 
Untersuchungen itiber den Umsatz der Eiweissstoffe in) Keim- 
pilanzen gebildet habe, erfiihrt ein grosser Theil der Stickstoff- 
verbindungen, die beim Zerfall der Eiweissstoffe bezw. der aus 
diesen zunichst gebildeten Albumosen und Peptone entstanden 
sind, im Stoffwechsel der Keimpflanzen eine Umwandlung, bei 
welcher Asparagin und Glutamin entstehen:; der Zweck dieses 
Processes Ist die beschaffung eines fiir die Eiweisssynthese 
veelgneten  stickstoffhaltigen Materials. Der ungleichmiissige 
Verbrauch jener Eiweisszersetzungsprodukte fiir diesen) Pro- 
cess In den verschiedenen Keimpflanzen hat zur Folge, dass 


1) Yon O. Loew und seinen Schiilern ist nachgewiesen worden. 
dass in den Pflanzen nach der Zufithrung von Ammoniaksalzen Asparagin- 
bildung erfolgt. Wenn also durch Zersetzung der beim Eiweisszerfall ent- 
standenen Amidokérper Ammoniak entsteht, so ist damit ein zur Asparagin- 
bildung verwendbares stickstoffhaltiges Material geschaffen. Es ist aber 
moglich, dass die Bildung von Ammoniak aus Amidokérpern nicht durch 
‘ixydation der letzteren, sondern in anderer Weise erfolgt. 

2) Die meisten der beziiglichen Publicationen sind in meiner schon 
mnehrfach erwiihnten Abhandlung (diese Zeitschr. Bd. XXIV) citirt worden; 
ue Arbeiten Zalesky’s finden sich in den Berichten der DD. Botan 
lresellsch, Bd. XV. 
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ian in Keimpflanzen, deren Vegetationszeit 14,2—2 Wochen |ye- 
tragen hat, neben Asparagin und Glutamin bald mehr, bald 
weniger Leucin, Tvrosin, Arginin ete. vorfindet. 

W. Pfeffer will die ungleichmiissige Zusammensetzune 
des in den Keimpflanzen enthaltenen Amidgemenges und dic 
grossen Unterschiede, die im Gehalt der Pflinzchen an Asparagin, 
Glutamin, Leucin, Tyrosin, Arginin etc. sich zeigen, durch dic 
Annahme  erkliiren, dass die Eiweissstoffe auch bei gleicher 
Constitution in Folge eines in verschiedener Weise ausgefiihrten 
Abbiaues im pflanzlichen Stoffwechsel ganz ungleich zusammen- 
gesetzte Gemenge stickstofhaltiger Zersetzungsprodukte liefern 
kOnnen. 4) 

Die zweite Auflage des Handbuches der Pflanzenphysiologie, 
In welcher die beziiglichen Aeusserungen Pfeffer’s sich finden. 
ist elwas spiiter im Druck erschienen, als meine oben. citirte 
Abhandlung und lag mir also beim Niederschreiben dieser 
Abhandlung nicht vor. Die Bedeutung, welche dem Werke 
Pfetfers zukommt, verbietet es mir, die von ihm aufgestellte 
Theorie unberiicksichtigt zu lassen; ich muss sie einer be- 
sprechung unterwerfen. 7) 

Auf dem von Pfeffer eingeschlagenen Wege wiirde man 
zu einer’ Erkliiivung aller hier in’ Betraeht kommenden— Er- 
scheinungen nur dann gelangen, wenn man annehmen wollte. 


1, Auf Seite 464 savt Pfeffer Folgendes: «Da bei der Verarbeitung 
im lebendigen Protoplasten, wie aus den synthetischen Operationen her- 
vorgeht. die allermannigfachsten Atomumlagerungen in elegantester Weise 
vollbrachf werden, so muss eine gleiche Befahigung auch in Bezug aul 
die regressive Metamorphose zugestanden werden. Es ist deshalb sel 
wohl modglich, dass der Abbau von Anbeginn in verschiedener Weise 
ausgefiihrt wird und andere Produkte liefert, als die Zerspaltung de! 
Kiweissstoffe durch Enzyme, Siuren u. s. w. Uebrigens lehren die zahl- 
reichen Fille von sogenannter Tautomerie, dass bei verschiedener Wechse!- 
wirkung im Acte der Zerspaltung eine differente Atomverkettung erreich- 
bar ist. und nach verschiedenen Erfahrungen iiber die Proteinstoffe is! 
es zudem zweifelhaft, ob die Amidosiuren in dem Molekiil der Eiweiss- 
stoffe priaformirt sind. 

2) Kinige Bemerkungen. die ich in den Landwirthsch. Jahrbiichern. 
Bd. 27. 8. 514. dariiber gemacht habe. geniigen fiir diesen Zweck nici! 








dass die hvdrolytisehe Spaltung der Eiweissstotfe!) auch 
ohne die Bildung von aromatischen Amidosiiuren und von 
Hexonbasen (Arginin ete.) zu verlaufen vermége und dass 
yz. B. Asparagin und Leucin oder Glutamin, Leucin und Amido- 
valeriansiiure die einzigen Spaltungsprodukte sein konnten. Einer 
solchen Annahme entsprechen aber nicht die beim Studium 
des chemischen Verhaltens der Eiweissstoffe gemachten Er- 
fahrungen und die daraus abgeleiteten Folgerungen. 

Heutzulage zweifeln wohl nur Wenige an der Richtigkeit 
der von A. Kossel ausgesprochenen Ansicht «dass in dem 
erossen Molekiil der Eiweissstoffe kleinere Verbinde existiren, 
die in sich ein festeres Gefiige besitzen und die deshalb bei 
jeder hydrolytischen Zersetzung der Eiweisskorper als Spaltungs- 
produkte auftreten.»?) Zu diesen Verbiinden, welche gewisser- 
massen die Bausteine des Eiweissmolekiils bilden, rechnet 
man, auf Grund von Kossels schénen Untersuchungen, die 
Protamine. Eine Stiitze fiir diese Annahme = bildet u. A. 
Kossel’s Beobachtung, dass die Protamine, die man aus dem 
Sperma der Fische isoliren kann, sich mit Eiweissstoffen zu 
vereinigen vermégen, wobei neue, den Histonen gleichende 
KiweisskOrper entstehen. Auf das Vorhandensein von Protamin- 
gruppen im Eiweissmolekiil wiirde auch die Fihigkeit der 
Kiweissstoffe, mit den sogenannten Alkaloidreagentien Fallungen 
zu geben, sich zuriickfiihren lassen. 

Diese Protamingruppen betrachtet man als die Quelle fir 
die bei der Spaltung der Eiweissstoffe entstehenden Hexon- 
basen (Arginin, Lysin und Histidin). Da nun die aus dem 
Sperma der Fische isolirten Protamine bei der Zersetzung 
sowohl durch Siiuren wie durch Trypsin nur Hexonbasen, aber 
keine Monoamidosiiuren liefern,?) so ist anzunehmen, dass auch 

1) Die Bezeichnung «Eiweissstoffes gebrauche ich hier in) dem 
inne, wie es in Neumeister’s Handbuch der physiolog. Chemie 
geschieht; ich verstehe darunter also die <eigentlichen EFiweissstoffe. 

2) Kossel. Ueber die Ejiweissstoffe (Vortrag. gehalten auf dem 
Physiologen-Congress in Cambridge. abgedruckt in der D. med. Wochen- 
schrift, 1898, Nr. 37). 


8; Nach den Untersuchungen Kossel’s und seiner schiiler. 
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aus den Protamingruppen der Eiweisskosper bei der hydro- 


Ivtischen Zersetzung nur Hexonbasen, dagegen keine Monoamido- 
siiuren entstehen. 

Wie man die Existenz von Protamingruppen im Eiweiss- 
molekiil annimmt, so bezweifelt man auch kaum, dass darin 
Benzolkerne sich vorlinden. Als Stiitzen fiir diese Annahme 
dienen neben der Thatsache, dass die Eiweissstoffe sowohl hei 
der Zersetzung durch Siuren oder durch Alkalien oder durch 
Trypsin als auch bei der Fiiulniss!) und bei der Oxydation 
aromatische Produkte liefern, noch einige andere Erfahrungen. 
Fiir das Vorhandensein eines hydroxylirten Benzolkerns spricht 
ausser der Thatsache, dass das Eiweiss die Millon sche 
Reaction unter Umstiinden gibt, unter denen eine Abspaltung 
von Tyrosin aus dem Eiweiss noch nicht erfolgt, auch ein von 
EK. Baumann angegebener Versuch.?) Dass daneben ein nicht 
hydroxvlirter Benzolkern sich vorfindet, schliesst man aus der 
Bildung von Benzoesiiure und Benzaldehyd bei der Oxydation 
der Eiweissstoffe,?) sowie aus dem Auftreten von Phenylalanin 
(Phenyl-a-Amidopropionsiiure) unter den Eiweisszersetzungs- 
produkten. Bei der hydrolytischen Spaltung der Eiweissstofle 
treten diese Benzolkerne in Form von Tyrosin und Phenyl- 
alanin aus. Es hat noch Niemand nachzuweisen ver- 
mocht, dass eine zur Entstehung krystallisirender Pro- 
dukte fiihrende hydrolytische Spaltung eines Eiweiss- 


1) Auch in dem reifenden Kiise lefern die unter Einwirkung 
von Mikroben sich zersetzenden Proteinstoffe ein aromatisches Produkt 
Tyrosin). 

“-) Baumann beschreibt im Archiv fiir Physiologie, Bd. 29, 8. 420 
diesen Versuch folgendermassen: «<Schiittelt man eine in der Kiilte 
bereitete Losung von Albumin in Kalilauge von 5° 0, so findet die Bildung 
einer Aetherschwefelsiure in kleiner, aber deutlich nachweisbarer Menge 
statt Dieses Verhalten kommt ausschlesslich den Phenolen und ihren 
Derivaten zu.» 

3) Von Wichtigkeit ist insbesondere die Beobaclitung, dass Eiweiss 
schon bei vorsiehtigem Oxydiren mit Permanganat bei gewohnliche: 
Temperatur eine kleine Menge von Benzoesiiure (1.5—1.62'o, vom 
Gewicht des Eiweisses) liefert. (Dies ist angegeben von O, Loew.) 
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stoffes!) ohne die Bildung aromatischer Amidosiiuren 
verlaufen kann. 


Aus dem im Vorigen Gesagten ergibt sich ferner die An- 
nahme, dass die Quantitiiten, in denen bei der hydrolytischen 
spaltung der Eiweissstoffe die Hexonbasen und die aromatischen 
\midosiiuren entstehen, von der grisseren oder geringeren An- 
zahl der ins Eiweissmolekiil als Bausteine eingefiigten Protamin- 
sruppen und aromatischen Atomeomplexe abhiingen. ?) 

Die bei der hydrolytischen Spaltung der Eiweissstotfe 
ausserhalb des Organismus auftretenden Stickstoffverbindungen 
-ind bis auf zwei?) auch in den Keimpflanzen gefunden worden 
nur mit dem nicht schwer ins Gewicht fallenden Unter- 
schiede, dass in den Pflanzen bis jetzt nicht Asparaginsiiure 
und Glutaminsiiure, sondern nur Asparagin und Glutamin 
vefunden wurden). Dieses Resultat, zu  dessen Gewinnung 
ahrelange Arbeit erforderlich war,4) ist in mehrfacher | 
viehung bemerkenswerth. Erstens gibt die Qualitiit der in den 


) 
C= 


Keimpflanzen auftretenden Produkte des Eiweissumsatzes keinen 


1) Was ich hier unter « Eiweissstoffen»> verstehe, ist ersichtlich 
ius Anmerkung 1 auf S. 417. 

2) Nach den von N. Rongger und mir ausgefiihrten Versuchen 
liefern Proteinsubstanzen, die aus Coniferensamen dargestellt waren, 
last viermal so viel Arginin, als derjenige Eiweisskérper, aus welchem 
man friiher die grésste Ausbeute an Arginin erhalten hatte. Dies deutet 
doch auf einen ungleichen Aufbau der verschiedenen EiweisskOrper und 
erklirt sich, wenn man annimmt, dass in dem einen Falle eine gréssere, 
in dem anderen Falle eine geringere Zahl von Protamingruppen ins 
Kiweissmolekiil eingefiigt ist. Dabei ist noch darauf aufmerksam zu 
machen, dass jene Proteinstoffe der Coniferensamen auch bei der Keimung 
ler Samen eine ungewOhnlich grosse Argininmenge lieferten. 

3) Nicht nachgewiesen sind Lysin und Histidin, auf welche man 
ihber bis jetzt die Keimpflanzen kaum untersucht hat. 

4) Ich erinnere hier daran, dass Phenylalaninund Arginin zuerst 
1 Keimpflanzen aufgefunden worden sind. Das Phenylalanin wurde 
vald darauf von J. Barbieri und mir auch bei Zersetzung von Eiweiss- 
stoifen durch Salzsiure erhalten. Das Arginin aber ist erst viele Jahre 
spiter durch S. G. Hedin unter den bei der Spaltung der Eiweissstoffe 
istehenden Produkten nachgewiesen worden. 






























Grund zu der Annahme, dass die Eiweisszersetzung in de 
Pilanze in Folge von Atomumlagerungen andere Produkt: 
liefert,!) als die Spaltung der Eiweissstoffe durch Siiuren ode 
durch Trypsin. Zweitens aber gelangen wir, wenn wir aus 
der Natur der Produkte uns eine Vorstellung iiber jene = jy, 
den Keimpflanzen  stattfindende Zersetzung der Eiweissstotti 
machen wollen, zu der Annahme, dass dieselbe eine hydro- 
Ivtische ist. *) 

Manche jener Produkte konnten aber aus manchen Kein 
pllanzen nicht erhalten werden.*) So liessen sich z. b. zuweiles 
keine avomatischen Amidosiiuren nachweisen, wiahrend Asyi- 
ragin und Amidosiiuren der fetten Reihe vorhanden waren. 
Darf man nun annehmen, dass in solchen Fallen aus den 
aromatischen Atomgruppen der zerfallenen Eiweissstoffe nich 
Tyrosin und Phenylalanin, sondern Asparagin, Leucin und Amido- 
valeriansiiure entstanden sind? Eine solche Annahme = wiirde 
in der Luft stehen: denn es ist bis jetzt nicht nachgewieser 
worden, dass die hydrolytische Zersetzung eines Eiweissstol!s 


1) Dass in den Keimpflanzen nicht Asparaginsiiure und Glutaimuin- 
siiure auftreten, gibt zu einer solchen Annahme keinen geniigenden Gruni 
denn es ist méglich, dass jene beiden Amidosiiuren auch in den Kein- 
pflanzen als solche zum Vorschein kommen, spiter aber in Asparagi 
und Glutamin iibergehen. Man vel. iibrigens das auf Seite 422 Gesagi 

2) Diese Schlussfolgerung gilt so lange, als man die Zersetzun: 
der Eiweissstoffe durch Sauren und durch Trypsin als eine hydrolytise!: 
Spaltung ansieht. Dass in manchen Keimpflanzen, so z. B. auch in den 
Keimpflanzen von Lupinus, proteolytische Enzyme nicht nachgewiese! 
werden konnten (Neumeister, Zeitschr. f. Biologie, 1894, 3. 447), kan 
nicht daran hindern, die obige Schlussfolgerung abzuleiten; denn man ha’ 
anzunehmen, dass das lebendige Protoplasma auch durch andere Mitt 
hvdrolytische Spaltungen hervorzubringen vermag (vgl. auch Landwirthsc! 
Jahrbiicher, Bd. 27, 8. 509, Anmerk. 1 und 8S. 513, Anmerk. 5). 

3) Vollstiindig fehlen die betreffenden Produkte freilich vielleicl: 
in keiner Keimpflanze (worauf ich in meinen Abhandlungen wiederh«:' 
aufmerksam gemacht habe), aber sie treten doch zweifellos zuweilen nu 
in minimalen Quantititen auf. An dieser Schlussfolgerung kann aw 
der Umstand nichts jindern, dass die zur Abscheidung der beziigliche 
Substanzen verwendbaren Methoden nicht so vollkKommen sind, wie ma! 


wiinschen moéchte. 











ohne die Bildung aromatischer Amiudosituren verlaufen oder 
solche Amidosauren nur in Spuren liefern kann. 

In anderen Keimpflanzen konnten wir kein Arginin nach- 
welsen, so z b. in denjenigen der weissen und der blauen 
Lupine, wiahrend dagegen die Keimpflanzen der gelben Lupine 
reichlich Arginin enthalten. Kann man nun annehmen, dass 
in solchem Falle die Protamingruppen der Eiweisssubstanzen 
sich zersetzt haben, ohne dass dabei Arginin entstanden ist? 
Das wire eine willkiirliche Annahme: denn es ist) zur Zeit 
nicht bekannt, dass die hydrolytische Spaltung der Protamine 
ohne die Bildung von Arginin verlaufen kann, und es fehlt 
bis jetzt jede experimentelle Stiitze fiir die Annahme, dass 
bei jener Spalfung statt des Arginins Asparagin oder Leucin 
oder eine andere Monoamidosiiure sich zu bilden vermag. ?) 

Wenn unter den in einer Keimpflanze sich vorfindenden 
Kiweisszersetzungsprodukten aromatische Amidosiuren — und 
Hexonbasen fehlen oder nur in Spuren sich finden, so muss 
man, falls man nicht den Boden verlassen will, der durch die 
Forschungen tiber das chemische Verhalten der Eiweissstoffe ge- 
schaffen ist, die Erklirung dafiir in der Annahme suchen, dass 
die genannten Produkte zwar beim Eiweisszerfall entstanden 
sind, aber spiiter im Stoffwechsel der Keimpflanzen vollstiindig 
oder bis auf einen nicht mehr sicher nachweisbaren Rest um- 


1, selbstverstindlich bestreite ich nicht. dass aus den Protaimin 
gruppen durch eine Reithe von Umsetzungen Monoamidosiiuren hervor- 
gehen konnen. Das Arginin liefert ja nach den Versuchen von 
EK. Winterstein und mir bei der Spaltung neben Harnstoff Diamido 
valeriansiiure: durch Wegnahme einer NH,-Gruppe kénnte letztere in 
Amidovaleriansiiure iibergehen; in der gleichen Weise kann vielleicht 
das Lysin. welches wahrscheinlich Diamidocapronsiure ist, sich 
in Leucin umwandeln. Ich erwihne dies hier, weil ein in meiner oben 
citirten Abhandlung (diese Zeitschrift. Bd. XXIV) auf S. 457 sich findende: 
Satz so gedeutet werden kénnte, als ob ich einer solchen Annalhime ent- 
gegen ware. Durch diesen Satz, in welchem gesagt ist. «es fehle jede 
“tutze fiir die Annahme. dass die Atomgruppen, welche Arginin lefern 
sich unter irgend welchen Umstiinden in Asparagin und Amidoséiuren 
umzuwandeln vermégen», wollte ich nur das ausdriicken. was oben in 


ttwas anderer Weise gesagt ist 
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vewandelt wurden. Dass gewisse Elwelsszersetzungsprodukte 
in den Keimpflanzen einer Umwandlung unterliegen, schliesse 
ich aber nicht bloss aus den im Vorigen gemachten Betracl)- 
tungen, ich habe dies auch experimentell nachgewlesen. — [ch 
vermochte zu zeigen, dass in den Cotvledonen 6—Stigiger 
Keimpflanzen der gelben und der blauen Lupine Tyrosin ent- 
halten ist, wiihrend wir diese Amidosiiure aus ilteren Keim- 
pflanzen der gleichen Lupinusarten nicht mehr isoliren konnten, 
Auch das Endosperm  junger Ricinus-Keimpflanzen — lieferte 
Tyrosin, wiihrend letzteres aus ilteren Keimpflanzen der gleichen 
Species nicht mehr dargestellt werden konnte.!) Aus  etiolirten 
Keimpflanzen der gelben Lupine liess sich Leuecin darstellen, 
wenn die Pflinzchen nur circa 8 Tage alt waren, wihrend 
aus 2-—3wochentlichen Keimpflanzen solcher Art die genannte 
Amidosiiure nicht mehr zu isoliren war.?) Ferner habe ich 
nachgewiesen, dass die Anhiiufung von Asparagin in den 
Keimpflanzen von Lupinus durch die Bildung dieses Amids aus 
anderen Produkten des Eiweissumsatzes verursacht wird. Dass 
die Anhiiufung des Glutamins in der gleichen Weise erfolgt, 
darfaus den an Ricinus-Keimpflanzen gemachten Beobachtungen 
geschlossen werden.) Wie man im Hinblick auf diese Ergeb- 
nisse unserer Untersuchungen kein Recht hat, aus dem. starken 
Ueberwiegen des Asparagins bezw. des Glutamins tiber andere 
krvstallisirende Stickstoffverbindungen im Saft der genannten 
Keimpflanzen auf einen in eigenthiimlicher Weise erfolgten 
Abbau der Eiweissmolekiile zu schliessen, so wiirde es auch 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XXIV, 8. 62. Ich habe spater noch mehr- 
mals diltere Keimpflanzen von Ricinus untersucht, aber aus denselben 
niemals Tyrosin isoliren kénnen. 

2) Allerdings habe ich einmal aus den Cotyledonen alterer Keim- 
pilanzen der gelben Lupine eine Substanz isolirt, welche Leucin zu sein 
schien (vgl. J. f. prakt. Chemie, N. F. Bd. 27, 8. 357); doch war _ ihre 
Quantitaét zu gering, um sie mit Sicherheit identificiren zu kiénnen. Aus 
den meisten von uns untersuchten Culturen solcher Keimpflanzen ver- 
mochten wir von Amidosiiuren nur Phenylalanin und Amidovaleriansaure 
zu isoliren (dass aber vermuthlich Leucin memals vollig fehlte. ist) vor 
mir wiederholt ausgesprochen worden). 

3) Diese Zeitschrift. Bd. XXIV, S. 68—70. 














unberechtigt sein, wenn man durch eine solche Annahme das 
Fehlen von Tyrosin in den iilteren Keimptlanzen von Ricinus 
und Lupinus erkliiren wollte: denn die jiingeren Keimpflanzen 
solcher Art enthalten Tyrosin, und zwar tritt dasselbe in den 
Pilanzentheilen auf, in denen die zerfallenden Reserveprotein- 
stoffe sich befinden, niimlich im = Endosperm bezw. in’ den 
Cotvledonen. ') 

Die von mir gemachte Annahme, dass von den jener 
Umwandlung in Asparagin und Glutamin unterliegenden Eiweiss- 
zersetzungsprodukten in den Keimpflanzen bald das eine, bald 
das andere rascher verarbeitet: wird, kann gewiss nicht) fiir 
eine unwahrscheinliche erklirt werden. Wenn ei Gemenge 
von drei gleich reactionsfiihigen Stoffen — ich will sie mit A, 
bound CG bezeichnen — der Einwirkung eines vierten Stotls 
‘D) unterliegt, so werden ohne Zweilel sehr geringe Ab- 
‘inderungen in den Versuchsbedingungen, z. B. in der Temperatur, 
es bedingen kénnen, dass innerhalb einer bestimmten Zeit mehr 
von A oder von B oder von C sich mit D verbindet; Auch die 
Beimengune neutraler, d. h. an der Reaction sich nicht be- 
theiligender Stoffe kann unter Umstiinden von Einfluss auf da- 
Resultat) sein. 

Wenn ich die beim Umsatz der Eiweissstoffe in) Keim- 
pilanzen hervortretenden Erscheinungen in anderer Weise erkliire, 
wls Pfeffer, so will ich doch nicht behaupten, dass nicht 
vielleicht in einem ungleichen Abbau der Eiweissmolekiile eine 
der Ursachen fiir die ungleichmiissige Zusammensetzung des 
in den Keimpflanzen sich findenden Gemenges von Amido- 
korpern legen kénne. Einige beim Studium der Eiweisszer- 
setzung ausserhalb des Organismus gemachte Erfahrungen lassen 
aum fiir die Annahme, dass bei der Spaltung der Eiweiss- 
stoffe die gleichen Atomgruppen bald Leucin, bald ein Gemenge 
von Leucin und Amidovaleriansiiure, oder dass sie tiberhaupt 
wechselnde Quantitiiten homologer Amidosiiuren liefern.?) Etwas 
bestimmtes liisst sich dariiber aber zur Zeit nicht sagen. 

1, Auch Belzung fand Tyrosin in Lupinus-Keimpflanzen, deren 
Alter kein hohes gewesen zu sein scheint. 

2) Nach Schiitzenberger’s Angaben entstehen bei der Spaltung 
von Eiweiss durch Barytwasser neben Leucin auch Homologe desselben. 
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Selbstverstiindlich halte auch ich es fir moéglich, dass der 
Umsatz der Etweissstoffe in der Pflanze andere Produkte liefern 
kann, als die Eiweisszersetzung durch Saiuren oder durch Tryp- 
sin. Eine Verschiedenheit in den Produkten kann z. b. dadurch 
zu Stande kommen, dass in der Pflanze die Spaltungsprodukte 
unmittelbar nach ihrer Bildung synthetisch verarbeitet werden 
(sodass gewissermassen dem Zersetzungsprocess Synthesen sich 
beimengen). Gesetzt aber, dass solche Verschiedenheit constatirt 
wird, so folgt daraus noch nicht, dass die primaéren Zer- 
setzungsprodukte, deren Beschaffenheit doch von der c¢he- 
mischen Constitution des Eiweissmolekiils abhiingen 
muss, in beiden Fiillen nicht die gleichen sind. 

Unter den Erscheinungen, die beim Studium des Eiweiss- 
umsatzes in Keimpflanzen dem Beobachter entgegentreten, ist 
eine besonders auffallend, niimlich das sehr starke Ueberwiegen 
des Asparagins tiber alle anderen krystallisirbaren Stickstoff- 
verbindungen im Saft mancher Keimpflanzen; sie ist es wohl, 
welche hauptsichlich in den Kreisen der Botaniker die Meinung 
erzeugt hat, dass die Pflanze die Eiweissstoffe in  eigenthiim- 
licher, von der gewohnlichen ganz abweichenden Weise = zer- 
setze.!) Nach den von mir und meinen Mitarbeitern tiber die 
Bildungsweise des Asparagins gemachten Beobachtungen kann 
aber jene Erscheinung nicht mehr: als eine Stiitze fiir diese 
Annahme betrachtet: werden, 


Da die im Vorigen gemachten Mittheilungen in gewisser 
Hinsicht einen Nachtrag zu meiner Abhandlung tiber den Umsatz 
der Eiweissstoffe in der lebenden Pflanze darstellen, so will 
ich hier auch noch einer inzwisechen gemachten Erfahrung 


' 
i 


wiihrend man bei der Spaltung durch Siiuren, so viel bekannt ist, nu: 
Leucin erhalten hat. Bei der Spaltung von Conglutin durch Salzsadure 
erhielt ich Glutaminsiiure und Asparaginsiiure, wiihrend ich aus den be! 
der Zersetzung des Conglutins durch Barytwasser entstandenen Produkten 
nur Glutaminsiiure zu isoliren vermochte. 

1) Ich erinnere hier daran, dass man eine Spaltung des Fiweisses 
in Asparagin und ein Kohlenhydrat annehmen wollte. 











vedenken, welche fiir die in jener Abhandlung von mir aus- 
vesprochenen Anschauungen nicht unwichtig ist. Diese Erfahrung 
betrifft das Glutamin. Schon auf Grund der von mir gemachten 
Beobachtungen vermuthete ich, dass dieses Homologe des 
Asparagins In den Pflanzen die gleiche Rolle spiele, wie 
letzteres: ich  stiitzte mich dabei u. a. darauf, dass es in den 
Keimpflanzen in ahnlicher Weise sich anhiiuft wie das Asparagin, 
und dass es die gleichen Theile der Pfliinzchen sind, welche 
in einem Falle reich an Glutamin, in einem andern reich 
an Asparagin sind. Doch fehlte bisher der direkte Beweis 
datiir, dass ber der Regeneration von Eiweissstoffen das 
Gluftamin. statt des Asparagins verwendet werden kann. 
Dieser Beweis ist nun vor Kurzem von b. Hansteen!) bei- 
gebracht worden. 

In den Versuchen Hansteen’s vermochten phanerogame 
Pflanzen drei organische Stickstoffverbindungen, niimlich Har n- 
stoff, Asparagin und Glutamin, zur Eiweissbildung zu 
verwenden, wenn ihr dieselben neben Traubenzucker darge- 
reicht werden, wiihrend Leucin und einige andere Amidosiiuren 
<owle Kreatin sich unter den gleichen Versuchsbedingungen fiir 
diesen Zweck nicht als gleich geeignet erwiesen. Es verdient 
beachtet zu werden, dass jene drei als brauchbar fiir die Eiweiss- 
svnthese erkannten Stickstoffverbindungen an CO > gebundene 
NH,-Gruppen enthalten. Dies ist ein Umstand, dessen Kenntniss 
fir die Erforschung der zur Eiweisssynthese in der Pflanze 
lihrenden chemischen Vorgiinge vielleicht von Wichtigkeit: sein 
kann.?) 

Die Umwandlung anderer Produkte des Eiweissumsatzes in 
Asparagin und Glutamin ist als ein fiir die Pflanzen niitzlicher 
Process anzusehen, weil in demselben Stickstoffverbindungen 
chtstehen, die fiir die Eiweisssynthese leicht verwendbar sind. 


1) B. Hansteen, on Aeggehoidesynthese 1 den grénne phanero- 
Jame Plante, Christiania, 1898. 

*) Allerdings vermochte Lemna minor auch Glycocoll, welches 
seine an CO gebundene NH,-Gruppe enthiilt, fiir die Eiweisssynthese zu 
‘erwenden, wenn dasselbe neben Rohrzucker gegeben wurde. 
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Da es aber nicht unwahrscheinlich ist, dass in diesem Process 
als Zwischenprodukt Ammoniak auftritt!), so kann man fragen, 
warum die Pflanze es nicht bei der Bildung dieser, fiir di 
Kiweisssvnthese  gleichfalls verwendbaren Stickstoffverbindung 
bewenden isst. Auch auf diese Frage liisst sich eine Antwor' 
geben. Nach den Versuchen O. Loew's und seiner Schiile 
wirken Ammoniaksalze in gewisser Concentration sehiidlich 
auf die Pflanzen: es ist also zweckmiissig, dass die Pflanz 
nicht Ammontiaksalze, sondern Asparagin und Glutamin= aui- 


speichert. 


1, Geringe Ammoniakmengen konnten von uns in Keimpflanze: 


nachgewlesen werden 





Bemerkungen zu der vorlaufigen Mittheilung des Dr. Eyvin Wang 
s( liber die quantitative Bestimmung des Harnindikans“. 


\i- Von 
























Privatdocenten Dr. Fritz Obermayer. 


(Der Redaction zugegangen am 1. November 18ys.) 


Nachdem ich in Nr. 34 vom 21. August 1898 der Wiener 
klinischen Rundschau eine Methode zur quantitativen Bestim- 
mung des Indikan im Harn mitgetheilt hatte, erschien in dieser 
Zeitschrift (Bd. XXV, Heft 5 und 6, ausgegeben am 23. August 
IX98) eine das gleiche Thema behandelnde  vorliiufige Mit- 
theilung des Herrn Dr. Wang, welche mich zu einigen Be- 
merkungen veranlasst. 

Im Principe haben wir beide, unabhangig voneinander, 
denselben Weg eingeschlagen. Im Detail der Ausfiihrung er- 
geben sich aber einzelne Unterschiede, die ich kurz besprechen 
will. 

Der wesentliche Unterschied unserer Methoden besteht 
darin, dass ich den rothen und braunen Farbstoff, der sich 
immer bei der Oxydation des Indoxyls bildet, obwohl bei An- 
wendung des von mir angegebenen Reagens die Bildung dieser 
Farbstoffe auf ein Minimum beschriankt ist, durch 45 ° oigen 
Alkohol entferne und dadurch ein chemisch reines Indigblau 
zur Titration bringe. Trotzdem es von vornherein § richtiger 
erscheinen kénnte, auch diese Farbstoffe bei der quantitativen 
bestimmung zu beriicksichtigen, so muss doch aus zwei Griin- 
den davon Abstand genommen werden. Erstens weil ausser 
diesen Farbstoffen noch andere Harnbestandtheile in das Chloro- 
form iibergehen und zu Fehlerquellen bei der Titration Antlass 





Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, XXVI 28 











geben wiirden, da ja diese Methode nur dann als exact. jie- 
zeichnet werden kann, wenn nur die Oxydationsprodukte de, 
Indoxyls zur Titration gelangen. Meine Kontrollversuche haben 
niimlich ergeben, dass Indigblau gleichzeitig mit den iibrigey 
oxvdirbaren Korpern zerst6rt wird, so dass der Eintritt der 
Endreaction erst dann erfolgt, wenn alle diese Korper oxydirt 
worden sind. Damit ist also klargestellt, dass man sichere 
Werthe nur dann erhalten kann, wenn man alle diese Ver- 
unreinigungen vor der Titration entfernt. Da alle LOsungsmittel, 
welche zur Entfernung dieser st6renden Substanzen  dienen 
kOnnen, auch den rothen und braunen Farbstolf l6sen, so muss 
man, um sicher zu sein, dass es sich um eine einheitliche 
Substanz handle, auf diese Farbstoffe, die bei meiner Methode. 
wie erwiihnt, nur in sehr geringer Menge auftreten, verzichten. 

Zweitens ereignet es sich nach meiner Erfahrung. nici 
gar so selten, wie Wang meint, dass man bei der Unterlassung 
des Waschens mit Alkohol statt einer schén blauen, klaren 
Losung eine stark getriibte, missfarbige Fliissigkeit erhiilt, ic 
zur Titration ganz ungeeignet Ist. 

Wang verwendet von normalem Menschenharn 300 cem.. 
wiihrend ich nur 50 ccm. in Verwendung gezogen habe. Der 
Grund dafiir liegt nun darin, dass bei der Verarbeitung <0 
geringer Harnmengen die Bildung des rothen und_ braunen 
Farbstoffes auf ein Minimum reducirt wird, was nach dem 
eben Gesagten unerliisslich ist. 

15. November 1898. 





Wien. am 





Zur Abwehr. 
Von 
re Dr. E. Roos, Freiburg i. B. 






















|'- 
Der Redaction zugegangen am 23. November 189s. 

n 
le : Im letzten Hefte dieser Zeitschrift!) hat Blum = in Frank- 
Q, -  furt eine Abhandlung unter dem Titel: « Die Jodsubstanz der 
n, | Schilddriise und ihre physiologische Bedeutung » verdffentlicht, 
it = in welcher er persOnliche Angriffe gegen mich richtet. Ich sehe 
g mich deshalb zu einer Vertheidigung sofort gendthigt. ohne 
1) einstweilen in der Lage zu sein, neue eigene Untersuchungen 
le mittheilen zu konnen. 

Blum wirft mir zuerst ungeniigendes Citiren seiner Ar- 
a beiten vor. Ich habe die beiden betreffenden Abhandlungen ?) des- 
'Y halb nicht angefiihrt, weil sich in denselben durchaus keine An- 
0) —  gaben befinden, die bei meinen ausschliesslich auf die Unter- 
1) : suchung des Jodothvrins gerichteten Arbeiten®) in betracht kamen. 
mn | In der ersteren der beiden Blum schen Veroffentlichungen ist die 


einzige Aussage iiber das Jodothyrin «die Vermuthung, dass 
eventuell ein Jodderivat des Eiweisses die Stammmutter des 
Jodothyrins sein kénnte». In der anderen finden sich keine 
weiteren Angaben iiber die chemische Natur des Jodothyrins, 
als was schon lange vorher von Baumann. festgestellt) war 
Nicht- resp. Schwerabspaltbarkeit des Jodes durch Siituren und 
Alkalien), und worauf nochmals niiher einzugehen gar kein 
(rund vorlag. — Die Discussion auf dem = diesjihrigen Con- 


1) Bd. XXVI, S. 160. 
2) Miinch. med, Wochenschr., 1896. Nr. 45 und Verhandlungen des 
Congresses fiir innere Med., XV. Congress, 3. 226. 
3 Zur Kenntniss des Jodothyrins. Diese Zeitschrift. Bd. XXY, 
~. 1 und 242. 
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eresse fiir innere Medicin') fiihrte ich deshalb nicht an. we! 
ber Abfassung der Arbeit im April die Verhandlungen noc; 
nicht im Druck vorlagen und ich nicht aus dem Gediichtniss. 


eventuell nicht Zutreflendes citiren wollte. 

Ganz entschiedene Verwahrung muss ich aber gegen dic 
Behauptung Blum’s einlegen, ich hitte ohne seine friiherey 
Mittheilungen kaum aussprechen konnen, dass die Jodirung dic 
Schilddriisensubstanz unwirksam mache.?) Ich habe in de) 
betreffenden Arbeit) diese Behauptung, die mir Blum = zu- 
schreibt, tiberhaupt nicht) ausgesprochen, sondern nur ge- 
sagt: 3) «Es wird durch die Jodirung das Jodothyrin  offenbai 
In seiner specifischen Eigenart verandert », und das konnte ich 
nach meinen Versuchen, die ebenso angestellt waren wie 
meine friheren Untersuchungen jodhaltiger Substanzen auf ihre 
Wirksamkeit im Sinne der Schilddriisentherapie mit guter Be- 
griindung sagen. Dass, wie Blum behauptet, meine Unter- 
suchungen nichts Anderes ergeben haben, als was er. schon 
geraume Zeit) vorher verOffentlicht hatte, ist) auch schon aus 
dem Grunde unrichtig und nicht der Wahrheit) entsprechend, 
well ich ein ganz anderes Ausgangsmaterial verwendete, niim- 
lich analysirtes Jodothyrin, wiihrend er wisseriges Schilddriisen- 
extract mit Jod behandelte, und meine Jodirungsmethode eine 
andere als die seinige war. 

Bei den weit iiber jede Berechtigung hinausgehenden An- 
forderungen Blum $s, citirt zu werden, ist es um so mehr zi 
verwundern, dass er es selbst in allen seinen Arbeiten unter- 
liisst, Notkin zu nennen, der schon lange vor ihm den Ce- 
danken aussprach, dass in der Schilddriise eine Entgiftung vou 
Toxinen vor sich gehe, wenn derselbe sich auch die Art de- 
Vorgangs anders vorstellt. *) 

Wie Blum es sonst noch mit der « Art des Citirens 
hilt, ergibt sich aus Folgendem: Es ist z. B. sinnentstellend. 
wenn er aus meiner Arbeit einen Satz mitten aus dem Zu- 





1) Verhandlungen des Congresses f. innere Med., 1898, 8. 434. 

2) I. c., S. 168. 

3) Diese Zeitschr., Bd. XXV, 8. 246. 

4) Notkin. Virchow’s Archiv, Bd. 144, Suppl. 1896, S. 246 u. 25! 















sammenhang herausnimmt, ohne den beschrinkenden Vorder- 
und Nachsatz hinzuzufiigen, und es so hinstellt, als hatte ich 
y. B.1) als erste These die Behauptung aufgestellt, dass wir 
im Jodothyrin der Hammelsschilddriisen ein chemisches In- 
dividaum vor uns haben, wiihrend ich  thatsiichlich im = Zu- 
-<ammenhang mit aller Reserve sagte:*) Nachdem .... erhalten 
wurde, und aus den anderen obigen Daten scheint mir der 
Schluss berechtigt, dass wir im Jodothyrin der Hammels- 
-childdriise ein chemisches Individuum vor uns haben, welches 
hochstens noch in einem geringen Procentsatz bel- 
mengungen enthialt, die zu entfernen bisher nicht 
velungen ist. Auch die beiden anderen Behauptungen habe 
ih in dieser Thesenform niemals aufgestellt. 

Derselbe Vorwurf muss Blum gemacht werden, wenn 
er am Schluss seiner Arbeit sagt:3) «Ich glaube aber, wer vor- 
urtheilslos an diese Erérterungen herantritt, wird den Satz 
von Roos ,*) dass das Vorkommen einer Jodirung im lebenden 
Qrgane bisher ganzlich unbewiesen ist, hiernach nicht mehr 
<¢hwer nehmen». An der betreffenden Stelle sagte ich: «Die 
kiinstliche Jodirung der Schilddriise ist offenbar ein 
Process, der von der Bildung der jodhaltigen Substanz in 
der Schilddriise im Leben ganz verschieden ist, ein Process, 
dessen Vorkommen im lebenden Organe jedenfalls 
bisher giinzlich unbewiesen ist.» Blum hat nur das Wort 
kiinstlich ausgelassen und damit den Sinn total geiindert. 

Zu der Blum’schen Kritik des Jodothvrins und seinen 
Untersuchungen desselben muss ich bemerken, dass er nach 
der in seiner Arbeit beschriebenen Methodik niemals das von 
baumann und mir angegebene Verfahren zur Darstellung 
dieser Substanz benutzt hat. Es ist dann nicht weiter wunder- 
bar, wenn er andere Produkte erhiilt. So beschreibt er eine 


1) J. «., S. 161 oben. 
S. 8. 

3) |. c., S. 174. 

4) Hierbei wird meine II. Mittheilung, diese Zeitschr.. Bd. XXY, 

. citirt. 
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Darstellungsmethode,?) ber welcher, abgesehen davon, dass 
Manches ganz unverstiindlich ist, eine Behandlung der Schild- 
driisensubstanz mit Essigsiiure stattfindet, also ein ganz ver- 
schiedenes Verfahren wie das von uns angegebene— einge- 
schlagen wird. Am Schluss wird dann behauptet, dass die ge- 
wonnenen Produkte kein Jodothvrin, sondern jodhaltige Eiweiss- 
korper gewesen seien. Als ob wir jemals angegeben hiitten. 
dass man auf diese Weise Jodothvrin bekommen kénnte! 

Bei der spiiter?) beschriebenen Darstellung wird zwar mit 
Schwefelsiiure gekocht,3) aber der beim Kochen erhaltene Nieder- 
schlag sofort weiter verarbeitet, in) Natronlauge gelost  ete., 
wihrend wir nur die aus dem beim Kochen mit der Siiure 
erhaltenen Niederschlag in Alkohol in Lésung gehende Sub- 
stanz als Jodothyrin bezeichnen. Wenn Blum in einem Nach- 
satze sagt, dass der in Alkohol l6sliche Theil sich von dem 
zuriickbleibenden hé6ehstens durch den Aschengehalt —unter- 
scheidet, so kann ich ihm nur entgegenhalten, dass Griinde 
vorhanden waren, die Methode in der bezeichneten Weise an- 
zugeben und nicht anders.4) Man kann ja vielleicht noch ver- 
schiedener Ansicht dariiber sein, ob das Jodothyrin in chemi- 
schem Sinne schon als eine einheitliche Substanz angesehen 
werden kann, jedenfalls aber vermag ich den Blum/schen. dies- 
beziiglichen Untersuchungen keine Beweiskraft zuzuerkennen. 
da er eben nicht die Substanz in Hiinden hatte, die-wir Jodo- 
thyrin) nennen. — Auch der Punkt ist noch nicht vollig aul- 
gekliirt, ob das Jodothyrin als solches als Paarling einer Ei- 
weissverbindung (Thyrojodalbumin, Thyrojodglobulin, wie Bau- 
mann urspriinglich annahm) in der Driise vorhanden ist, oder ob 
es vielleicht das Produkt einer tiefgehenderen Spaltung darstellt. 
Nun noch einige Stellen. aus denen die Art der Begriin- 


) i. 2... S. Bee. 

“) l.e«, S. 164. a 

3) Blum schreibt sogar nur «auf dem Wasserbade erhitzt » 

4, «Dieses Produkt (d. h. der beim Kochen mit der Saure ent- 
standene Niederschlag) enthiilt aber noch Fett. Fettsiiure und ander: 
Stoffe neben dem Jodothyrins. E. Baumann und E. Roos, Diese Zeit- 
schrift. Bd. XN S. 483. 














dung von behauptungen, die Blum aufstellt, ersichtlich ist. 
s findet sich z. B. Seite 172 der Eingangs erwiihnten Arbeit 
folvende Stelle:!) «so wird man auch die Folgerung be- 
rechtigt finden, dass nicht das Jod resp. der Jodarm des 
Schilddriiseneiweisses die toxische Wirkung auf den Organismus 
ausiibt, sondern irgend ein anderes, jenem Eiweiss anhaftendes 


Agens dafiir verantwortlich gemacht werden muss.»  Daraut 
folot direkt wortlich: Wir wissen also einmal, dass die 


jodhaltige Schilddriisensubstanz nicht in den Kreislauf gelangen 


kann, und ferner, dass das Sechilddriiseneiweiss mit 
einem toxisch wirkenden, vom Jod getrennten An- 
theil ausgestattet sein muss.» Es wird also eine «Folgerung, 
die man berechtigt finden wird», ohne Weiteres als wissen- 
schaftliche Thatsache ausgegeben. — Wie es mit der Begriindung 
der anderen obigen Behauptung steht, nimlich dass die jod- 
haltige Schilddriisensubstanz nicht in den Kreislauf gelangen 
kann, sieht man aus dem jiingst von Blum auf der Natur- 
forscherversammlung gehaltenen Vortrage,?) wo es wortlich 
heisst: «Ich fiitterte deshalb Hunde wochen- und monatelang?) 
mit einer durch Auskochung halogenfrei gemachten Kost. Die 
Thiere geriethen in Chlorhunger, besassen keine Salzsiiure 
mehr im Magen, waren auf das Aeusserste abgemagert: aber 
ihre Schilddriisen wiesen noch einen recht erheblichen Jod- 


1) Den langen Vordersatz muss ich bitten. im Original nachzulesen 
Fir die richtige Beurtheilung dieses Vordersatzes sei aber bemerkt, dass 
die als Stiitze darin angezogene Litteratur nicht beweisend ist 

2) Berl. klin. Wochenschr. 1898. Nr. 45. 

¢) In der Eingangs cilirten Arbeit (Ss. 171) wird ebenfalls von 
Thieren gesprochen, die sicher monatelang keine Spur von Jod auf- 
cenommen haben. Dabei wird die Versuchsanordnung bei 2 Hunden 
cenauer mitgetheilt. Von denselben bekam der eine vom 2. Decembe 
ISNT bis 17. Januar 1898, der andere vom 5. Februar 1898 bis 20. Miérz 
ISMS halogenfreie Kost. Der Versuch dauerte also jeweils etwa 7 Wochen 
und auf Grund dessen spricht Blum von einer wochen- und monatelang 
cauernden jodfreien Ernihrung! Wochen- und monatelang resp. monate- 

ing ist ja ein etwas ungenauer Begriff. Im Allgemeinen wird man 

sich aber einen grésseren Zeitraum darunter vorstellen als nicht ganz 
7 Wochen. 














vorrath auf! Es war also damit festgestellt, dass die jodhaltige 
Substanz der Schilddriise als solche niemals die Grenzen der 
Driise tiberschreitet und niemals in den Kreislauf gelangt. » 

Ks zeugt von nicht viel kritischer Ueberlegung, wenn 
Thiere nach dem exceptionellen Zustande eines mehrwochent- 
lichen) Chlorhungers noch etwas Jod in ihrer Schilddriise 
behalten haben, daraus fiir festgestellt zu erkliiren, dass die 
jodhaltige Substanz der Schilddriise niemals die Grenzen der 
Driise iiberschreitet und niemals in den Kreislauf gelangt! Ge- 
setzt auch, es wiire dies wirklich im Chlorhunger der Fall, so 
ist damit doch fiir die anderen normalen Lebensbedingungen 
nichts gesagt. Es ist auch von vornherein wahrscheinlich, dass 
gerade im Chlor- und Jodhunger diese Substanzen im Korper 
hartnickig festgehalten werden.?) 

Ueber die Jodirung, die ich beim Jodothyrin mit Jodkalium, 
Schwefelsiiure und Jodsiure vorgenommen habe,?) sagt Blum, 
dass ein solcher Jodirungsprocess natiirlich nie und, nimmer- 
mehr in der Sehilddriise vor sich gehen koénnte. Es koénnte 
dadurch der Anschein erweckt werden, ich hatte dies be- 
hauptet, was natiirlich nicht der Fall ist. Blum hat sein 
wiisseriges Schilddriisenextract jodirt, indem er dasselbe bei 
4O—50° C. mit einer Jodlésung versetzte und die Reaction des 
(remisches sorgfiiltig stets neutral oder ganz schwach alkalisch 
durch Natron bicarbonicum hielt.*) Auf diese einfache Weise 
erklirt er den Jodirungsprocess in der Schilddriise fiir nach- 
geahmt.!) Als ob die Thiitigkeit der Schilddriisenzellen ohne 
jede Bedeutung fiir den Vorgang wire. Dass dieselben eine 
ganz besondere Thiitigkeit entfalten, zeigt schon der Umstand. 
dass sie das Jod aufspeichern und festhalten, was, soweit e= 


1) Derselbe Schluss findet sich auch in der eingangs bezeichneten 
Arbeit S. 171. Nur ist daselbst noch ein weiterer Vordersatz, dass namlich 
die jodhaltige Schilddriisensubstanz, wenn sie in den Kreislauf gelangt. 
rasch zersetzt und das Jod durch die Nieren ausgeschieden wird. Dies 
macht aber den Schluss Blum’s nicht berechtigter. 

2) 1. c. XXV, S. 242. 

3) Minch. med. Wochenschr. 1898. Nr. 11, S. 335. 
4) Diese Zeitsehr. |. ¢. S. 173. 








his jetzt bekannt ist, keine Zellen thun, als héchstens die in 


I dem der Schilddriise nahe verwandten Theile der Zirbel. 
Dann sagt Blum weiter unten: es liegt aber gar 
) kein Grund fiir die Annahme vor, dass der Jodirungs- 
- process (se. in der Schilddriise) nicht Jenem oben geschilderten 
: in schwach alkalischer Lésung bei Korpertemperatur 
: » —entsprechen sollte. Hier wie dort wirkt Jod auf das specifische 
I *  Toxalbumin; in der Schilddriise sogar in statu nascendi! Unter 
- ) liesen Umstinden muss man auch annehmen, dass die Folge- 
;  erscheinungen der Jodirung die gleichen sind, niimlich eine 
mehr oder weniger vollkommene Entgiftung des in der Schild- 
. driise vorhandenen Toxalbumins.» Und nun folgt sofort das 
: ~  gesperrt gedruckte Resultat als Thatsache, ohne die oben an- 


vefiihrte Annahme irgendwie weiter zu begriinden: «Es besitzt 
demnach die Schilddriise einmal die Fiihigkeit, bestimmte 
-  toxische Substanzen aus dem Kreislauf abzufassen und zweitens 
. sie zu entgiften und zwar mittelst Jod.» Ich halte einen weiteren 
; —  Commentar fiir iiberfliissig und glaube damit genug gezeigt zu 
haben, wie es mit der Begriindung mancher der Blum schen 

| Nitze steht. 
| : Ich bin nur in der Lage gewesen, einige Stellen heraus- 
3  zugreifen. Sollte ein Citat nicht ganz fiir sich verstiindlich 
- sein, muss ich auf die Originalarbeiten verweisen. 

















Ueber den Eisengehalt des Blutplasmas und der Leukocyten. 
Von 
stud. Emil Hiéiusermann. 


Aus dem Laboratorium des Herrn Professor v. Bunge in Basel. 


(Der Redaction zugegangen am 23. November 189s.) 


(. A. Socin'!) hat in seinen Untersuchungen die A}b- 
wesenheit von Eisen im Serum des Pferdeblutes bewiesen, 
Ks lag also nahe, das Plasma auf Fe zu untersuchen, weil 
das Plasma die Gewebe mit Eisen versorgen und die eisen- 
haltigen Endprodukte aus den Geweben aufnehmen muss. Aus- 
gehend von dieser Annahme machte ich die folgenden Analysen. 

Zur Verhinderung der Gerinnung liess ich nach den An- 
gaben von <Arthus?) beim Sehlachten der Thiere das Blut 
direkt in ein’ Glasgefiiss fliessen, welches 200 > cem. einer 
1.6° oigen Fluornatriumloésung enthielt. 

Zur ‘Trennung von Plasma und blutkoOrperchen wird 
das Blut centrifugirt. Das Plasma ist somit) auch = fret von 
Leukoevten. 

Versuch I. 

Nach dem Einiischern3) von 102.91 gr. Pferdeblutplasma konnte 
das Fe mit Schwefelammonium wohl deutlich nachgewiesen. abe 
quantitativ nicht bestimmt werden. 

Versuch IL. 

102.5 gr. Kiilberblutplasma werden eingeischert. Durch Titration 
werden erhalten: O,OOLL gr. Fe oder ca. 1 mgr. Fe auf 100 gr. Plasma 
(Gianz genau liisst sich der Gehalt nicht angeben. weil vom Plasma das 


1) CG. A. Socin. Diese Zeitschrift, Bd. XV, 5. 119, 1891. 

2) Maurice Arthus. Theses présentées a la faculté des sciences 
de Paris pour obtenir le grade de docteur éssciences naturelles. Pre- 
miere these. Recherches sur la coagulation du sang. Paris 1890. 

8) Bunge, Zeitschrift fiir Biologie. Bd. X. S. 296, 1874. 

















Gewicht der zugesetzten Fluornatriumlésung abzuziehen ist Ebenso 

musste, der Gegenwart von Fluorcalcium wegen, die Gewichtsanalyse 

unterbleiben. . 
Versuch Ill. 

102.0 gr. Rinderblutplasma werden eingeiischert. Die Titration 
ergibt O0OOS gr. Fe — 0.78 mgr. Fe auf 100 gr. Plasma. 

Das Pferdeblutplasma enthiilt) also viel weniger Eisen 
als das Rinder- und Kiilberblutplasma. Diese Thatsache stimmi 
zu der Annahme von Alex. Schmidt,!) dass die Leukocyten 
des Pferdeblutes weniger leicht zerfallen, als die der tibrigen 
Blutarten. Das im Rinder- und Kiilberblutplasma gefundene 
Eisen stammt wahrscheinlich aus dem Zerfall der Leukocyten. 
Es scheint also, dass, wenn das Plasma iiberhaupt Eisen ent- 
hilt. diese Eisenmenge jedenfalls sehr gering ist im Vergleich 
zu der in den Leukocyten enthaltenen. Es sind vielleicht die 
Leukocyten, welche bei ihren Wanderungen durch die Capillar- 
wiinde die Gewebe mit Eisen versorgen und die eisenhaltigen 
Endprodukte in das Blut zuriickfiihren. 

Untersuchung des Faserstoffgerinnsels auf Eisen. 

Das Fibrin wird so lange mit destillirtem Wasser aus- 
gewaschen, bis die Fasern absolut Weiss geworden sind und 
man somit die Abwesenheit jeglichen Blutfarbstoffes annehmen 
dart. Hierrauf wird dasselbe bis zu constantem Gewichte 
getrocknet. 

1. Analyse. 


68.400 gr. getrocknetes Fibrin aus Schweineblut werden ein- 


g 
ceaschert. 

Die Titration ergab folgendes Resultat: Die angewandte Chamaleon- 
losung vermag mit 17.1 ccm. 0.01658 gr. Fe zu oxydiren. Es werden 
verbraucht: 6.4 cem. Chamiileonlésung. daraus berechnet: 0,0091 gr. Fe 
aut 100 gr. trocknes Fibrin. 

2. Analyse. 

29.600 gr. trockenes Fibrin von einem anderen Schwein werden 
eingedschert. 

15.4 ccm. der angewandten Chamileonlésung oxydiren 0,01546 gr. Fe 
Gebraucht: 3,0 cem. Lésung. daraus berechnet: 0,0101 gr Fe auf 
'00 gr. trockenes Fibrin. 


1) Alex. Schmidt. Die Lehre von den fermentativen Gerinnungs- 
crscheinungen ete. Dorpat 1876. 











Ueber die stickstoffhaltigen Stoffe der Pilze. 


Vorliufige Mittheilung. 
Von 


E. Winterstein. 


(Aus dem agricultur-chemischen Laboratorium des eidg. Polytechnikums in Ziirich 


(Der Redaction zugegangen am 26. November 1898.) 


Durch eine Reihe von Untersuchungen ist nachgewiesen, 
dass die chemische Zusammensetzung der Pilze in mehrfacher 
Beziehung bemerkenswerthe Unterschiede von derjenigen der 
Phanerogamen zeigt. Ich erinnere zunichst daran, dass nach 
den von mir ausgefiihrten Untersuchungen die Membranen der 
Pilze neben Kohlenhydraten : Paradextran,!) Paraisodextran®), 
Pachymose#) eine stickstoffhaltige Substanz einschliessen, welche 
als Chitin‘) erkannt wurde, ein Ergebniss, fiir welches auch 
die mikroskopische Untersuchung von Wisselingh®) eine 
Bestiitigung gebracht hat. Auch die wasserldslichen — stick- 
stofffreien Stoffe sind eingehender untersucht worden. So ent- 
halten die Pilze nach Miintz,®) Thorner,*) Bourquelot sehr 
betriichtliche Mengen von Mannit, was auch mit meinen be- 


1) Die unléslichen Kohlenhydrate der Pilze sind von mir zuerst 
isolirt und eingehender untersucht. Tanret beschreibt ein aus Boletus 
edulis isolirtes Kohlenhydrat, welches er als Fongose bezeichnet. Dasselbe 
halte ich mit dem von mir schon friiher aus Boletus edulis isolirten 
Paradextran fiir identisch. Vergl. diese Zeitschrift Bd. XIX, S. 561. 

2) Ibid. Bd. XXI, S. 149; Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch. Bd. XXVI, 
S. 3098. Ibid. Bd. XXVIII, S. 774. 

3) Die Pachvmose ist von Champignon entdeckt worden. Eine 
eingehende Untersuchung tiber dieses Kohlenhydrat habe ich in dem 
Archiv der Pharmacie Bd. 253, 8. 398 publicirt. Vergl. auch diese Zeit- 
schrift Bd. XXI, 8. 510. . 

4) Ibid. Bd. XIX, S. 553. Bd. XXI, S. 135-—-147. Man vergleiche 
auch E. Gilson, Recherches chimiques sur la membrane cellulaire des 
champignons. Revue «La Cellule» T XI, Ler fas. 

5) Mikrochemische Untersuchungen iiber die Zellwande der fung! 
Jahrb. wiss. Botanik 1898. Bd. XXXI, S. 619. 

6) Compt. rend. 76, S. 648. 

7) Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch. Bd. XII. S. 1636. 








obachtungen iibereinstimmt. Boletus edulis und eine grosse 
Anzahl anderer Arten enthalten die von Wiggers!) entdeckte 
Trehalose?) (Mycose). Der atherische Auszug enthilt in’ vielen 
Killen neben Fett und Lecithin?) nicht unbedeutende Mengeu 
yon Cholesterin.4) Besonders leicht gelingt es nach meinen 
Beobachtungen aus dem Kohfett von Boletus edulis durch 
Extraction mit Petrolither ein in blittchen  krystallisirendes 
Cholesterin zu erhalten. 

Ueber die stickstoffhaltigen Stotfe der Pilze legen nur 
vereinzelte Untersuchungen vor. Schon vor liingerer Zeit habe 
ich beobachtet, dass die stickstoffhaltigen Bestandtheile mancher 
Pilze in ihrem Verhalten bemerkenswerthe Abweichungen von 
demjenigen der Phanerogamen zeigen. Weder aus frischen 
noch aus getrockneten Pilzen (Boletus edulis, Cantharellus 
cibarius, Agaricus campestris) vermochte ich Eiweissstoffe da- 
durch zu isoliren, dass ich die zerkleinerten Objecte mit ver- 
diinnter Natronlauge liingere Zeit in der Kilte behandelte und 
die Extracte mit Siiuren neutralisirte:®) ich erhielt’ mit Siéiuren 
nur schwache Fillungen, wenn die Behandlung mit Natronlauge 





1) Ann. chem. Pharm. Bd. I, S. 129. 

2) Kine Zusammenstellung der Litteratur tiber die Trehalose findet 
sich in meiner Abhandlung. Zur Kenntniss der Trehalose. Diese Zeit- 
schrift Bd. XIX, S. 70. 

Eine gréssere Anzahl Arbeiten tiber die Trehalose in den Pilzen 
verdanken wir E. Bourquelot, durch dessen schéne Untersuchunger 
auch der Nachweis erbracht wurde, dass in manchen Pilzen ein Ferment 
«Trehalase» vorkommt, welche die Trehalose in d-Glucose iiberzufiihren 
vermag. Vergl. meriiber Les Hydrates de Carbone chez les champignons. 
Extrait. Bulletin de la Société Mycologique de France, Bd. V, 3. 132. 
Transformation du Tréhalose en glucose par un ferment soluble: la 
Tréhalase, ibid. Bd. IX, S. 189. Sur la présence et la disparition du 
Tréhalose, ibid. Bd. IX, S. 11. 

3) Vergl. Husemann, Ptlanzenstoff, Bd. I, S. 282. E. Schulze 
und S. Frankfurt, Landwirthsch. Versuchsstation Bd. XXXXIII, $8. 307. 

4) E. Gérard. Comp. rend. 114, S. 1544; 121, 5. 723; 126, S. 909. 

5) Zuweilen erhielt ich beim Ansauern des mit starkerer Lauge 
aus dem mit Wasser erschépften Riickstand gewonnenen Extract eine 
schwache Fillung, die Quantitit derselben aber machte nur einen geringen 
Bruchtheil derjenigen Menge aus, welche man der Analyse nach er- 
warten sollte. 
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nur kurze Zeit gedauert hatte. Diese Ergebnisse waren um s) 


auffallender, als die verschiedenen Pilze nach den Resultaten 
der Analysen?) sehr viel Eiweissstoffe einschliessen mussten, 
Auch gelang es mir nicht, aus den Extracten, welche durch 
Behandlung des zerkleinerten Materials mit 10°/oiger Kochsatlz- 
lOsung erhalten wurden, nach den bekannten Methoden Eiweiss. 
stoffe abzuscheiden. 

lm Hinblick auf das erhdhte Interesse, welches die Ki- 
welssstoffe durch die Arbeiten der letzten Jahre darbieten. 
habe ich die Untersuchungen der stickstoffhaltigen Stoffe der 
Pilze wieder aufgenommen. Als Material fiir die zu be- 
schreibenden Versuche verwendete ich hauptsiichlich das wieder- 
holt mit Aether und Alkohol extrahirte feine Pulver von Boletus 
edulis?) und Agaricus campestris. Behandelt man dieses stick- 
stoffreiche Material mit Wasser, so gehen betriichtliche Mengen 
stickstoffhaltiger Stoffe in Lésung: diese Lésung gibt mit Essig- 
siiure keine Fiillung, bei Agaricus enthielt sie einen krystalli- 
sirbaren Koérper: bei Boletus einen eigenthiimlichen stickstoff- 
und phosphorhaltigen Koérper. Behandelt man den bei Extraction 
mit Wasser verbliebenen Riickstand mit verdiinnter 2—-4° oiger 
kalter Natronlauge liingere Zeit, so wird ein grosser Theil von 
stickstoffhaltiger Substanz ausgezogen, diese LOsungen gaben aber 
beim Ansiiuern keine Fiillungen. Ein Versuch, aus dem mit 
Wasser extrahirten Riickstand durch Behandlung mit kalter 
1—d° oiger Schwefelsiiture Eiweisskérper auszuziehen, gab ein 
negatives Resultat. Es wurde nun constatirt, dass 10—20° 0 ige 
Salzsiiture in der Wirme einen noch grésseren Bruchtheil der 
stickstoffhaltigen Verbindungen in Lésung bringt, als kalte 
Lauge: in diesen Lésungen erzeugt Phosphorwolframsiure 
einen dicken, volumindsen Niederschlag, welcher nach dem 
Zersetzen mit Baryt eine hellgelbe Losung gab, die beim vor- 


1) Ueber die quantitative Zusammensetzung der Pilze siehe Konig. 
Zusammensetzung der Nahrungs- und Genussmittel, Bd. I, S. 747. Eine 
grossere Analysen-Anzahl essbarer Pilze haben neuerdings Lafayette und 
Mendel ausgefiihrt, American Journal of Physiology, Vol. I, 8. 225, Verg! 
auch Stahl-Schréder, Farmazeft 1897, 5. 5. 


2, Der Stickstoffgehalt dieses Riickstandes betrug 6°. 












-ichtigen Eindunsten eine gelbgefiirbte, sprode, in Wasser leicht 
isliche Masse hinterliess, welche die Reactionen der Eiweiss- 
stoffe zeigte, sie gab mit viel Natronlauge und verdiinnter 
Kuptersulfatlosung die biuretreaction, mit Millon’schem Reagens 
frat’ beim Kochen eine’ Rothtirbung der  ausgeschiedenen 
Flocken ein. 

Dieses Produkt wurde durch Kochen mit) starker Salz- 
siure und Zinnchloriir nach bekanntem Verfahren zersetzt. 
In der vom Zinn befreiten Losung gab Phosphorwolframsiiure 
einen starken, stickstoffreichen Niederschlag: das Filtrat) von 
diesem Niederschlag gab, nachdem es von der iiberschiissigen 
Phosphorwolframsiiure und Salzsiiture mit Barvt und Bleiessig 
befreit worden war, eine Krystallisation von Leucin, auch 
Tyrosin. wurde durch die Reaction mit Millon’schem Reagens 
nachgewilesen. 

behandelt man den mit Wasser erschépften  stickstolt- 
reichen Riickstand von Boletus edulis mit kalter gesiittigter 
Barvtlosung, so gehen gleichfalls Eiweissstoffe in Losung: ent- 
fernt man den Baryt mit Schwetelsiure und dunstet die neu- 
trale Fliissigkeit ein, so entsteht auf Zusatz von Alkohol eine 
Fillung, welche nach dem Auswaschen mit Alkohol und Aether 
ein weisses, in Wasser leicht losliches Pulver gibt, welches die 
biuretreaction und die Reaction mit Millon’schem Reagens gibt. 

Dass die aus den mit Wasser erschdpften Riickstiinden 
durch Barvt ausgezogenen Proteinstoffe nach dem Entfernen 
des Baryts in wiisseriger Losung bleiben und auch nach dem 
Ausfiillen mit Alkohol im Wasser l6slich sind, ist eine bemerkens- 
werthe Erscheinung. In Uebereinstimmung damit steht die 
Thatsache, dass aus dem mit kalter verdiinnter Natronlauge 
erhaltenen Extracte durch Siiuren Proteinstoffe sich nicht aus- 
fillen liessen, sobald die Einwirkung der Lauge liingere Zeit 
vedauert hatte. 

Kine eingehende Bearbeitung dieses Gegenstandes hat Herr 
| Hofmann iibernommen und holfen wir, Aufschluss iiber die 
verschiedenen — stickstoffhaltigen Verbindungen einiger  Hut-, 
~chimmel- und Spaltpilze zu erhalten. 














Ueber den Einfluss von Kupfer- und Zinksalzen 
Hamoglobinbildung. 


Von 
Dr. W. Wolf. 


Aus dem pharmakologischen Institut zu Marburg. 


(Der Redaction zugegangen am 27, November 1898.) 


Unter den Erklairungen der klinisch allgemein — ange- 
hommenen giinstigen Wirkung des Eisens bei Chlorose isi 
neuerdings besonders diejenige betont worden, nach der das 
Eisen nur indirekt durch Erregung des blutbildenden Apparate- 
(Knochenmark etc.) nach Analogie der sogenannten Stoffwechsel- 
reize, zB. des Arseniks, wirke, nicht aber zum Aufbau de- 
Hiimoglobins selbst verwendet werde. Eine wesentliche Stiitz 
dieser Ansicht wiirde gefunden sein, wenn. sich nachweisen 
liesse, dass auch andere Stoffe, insbesondere Salze andere: 
Metalle, die blutbildenden Organe zu gesteigerter Thiitigkei! 
anreizen. In der That sind solche Beobachtungen von mehreren 
Autoren angegeben, die sich meist auf Untersuchungen von 
syphilitischen Menschen nach Quecksilbergebrauch — stiitzen. 
so fanden bei Syphilisbehandlung Keyes,!) Biegantski,?) 
Caspari,®) Robin,!) Martin,!) Hillet!) eine Vermehrung 
der rothen Blutkérperchen, der nach Untersuchungen von 
Wilbouchewiez!) und Galliard‘) bei liingerem Gebrauch 
von Quecksilber eine Verminderung folgte: nur Lezius®) be- 
streitet. diesen Befund. Ausser der Vermehrung , der rothen 


1) Citirt nach Limbeck, Grundriss einer klinischen Pathologic 
des Blutes, 1896. 
“) Archiv f. Dermatologie und Syphilis, 1892, Bd. XXIV, S. 43. 
3) Deutsche med. Wochenschr., 1878, Nr. 24. 
4) Archives générales de méd., 1885, p. 527. 
>) Blutveriinderungen bei der Animie der Syphilitischen. Dorpat 188! 
Inaug.-Diss. 








Blutkorperchen wurde von Biegantski und Galliard 
aich eine Zunahme des Hiimoglobingehaltes beobachtet, die 
steis auftrat und constant blieb. Letzterer verglich deshalb 
die Wirkung des Quecksilbers mit der des Eisens. Die Queck- 
-i|berwirkung an Thieren studirte Schlesinger,') und zwar 
fand er eine Gewichtszunahme sowie eine Vermehrung der 
rothen Blutkérperchen. Er war der Meinung, dass durch 
Quecksilber der in normaler Weise auftretende Zerfall der 
rothen blutkérperchen bei Gesunden gehemmt wiirde, und zum 
Theil deshalb eine stiirkere Anhiiufung von Fett an den Prii- 
dilectionsstellen zu Stande kiime. 

Was die Blutbeschaffenheit in Folge Einwirkung = der 
Salze anderer Schwermetalle anlangt, so liegen Versuche von 
Mallassez?) tiber Blei vor, der nach chronischer Bleivergiftung 
bei seinen Patienten eine Verminderung der Zahl der rothen 
Blutkorperchen, aber eine VergrOsserung der Formen nachwies. 
Ferner ist noch die Angabe von Bernatzik®) iiber Silber, 
Kupfer und Zink zu erwiihnen, der sich folgendermassen iiussert: 
Diese Salze, die in ihrer arzneilichen Beziehung sehr nahe 
stehen, setzen, in minimalen Dosen eingegeben, die Zahl der 
rothen Blutkorperchen und damit die Ozonvorginge im Blut 
herab.» Neuerdings ist nun von Cervello und Barabini?*) 
auf Grund von Experimenten bei Salzen einer ganzen Reihe 
von schweren Metallen eine hiimoglobinbildende Wirkung be- 
hauptet worden, und zwar — abgesehen von denen des Eisens — 
von Mangan, Kupfer, Zink und Quecksilber. Sie fanden an 
Hiihnern, die sie 4 Wochen lang mit den Salzen der betreffenden 
Metalle gefiittert hatten, den Hiimoglobingehalt der Thiere, mit 
Ausnahme der mit Zink gefiitterten, vermehrt; dagegen war 
das Allgemeinbefinden der Thiere weniger gut, da nur drei 
von neun Versuchsthieren an Korpergewicht zugenommen, 
manche sogar erheblich abgenommen hatten. Die Hiimoglobin- 


1) Arch. f. exp. Path. u. Pharm., 1881, Bd. XIII, 5. 317. 

2) (Giazette médic. de Paris 187+. 

3) Encyklopadie der ges. Heilkunde, Bd. XI, 5. 428. 

4) Sul poterre ematogeno dei metalli pesanti. Palermo 1[8%4. 
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mit dem Fleischlschen Hiimomet. 
aus. Sie beobachteten nun die gréssten Steigerungen nac, 
Kisen (30°o) und Quecksilber (26°'0), die geringsten nach, 
Kupfer (18°/0) und Mangan (9—15°,0). Bei weiteren Versuchey 


bestimmung fiihrten = sie 


an Hiihnern und Hunden gingen die beiden Autoren so yor. 
dass sie dieselben bei sonst eisenfreier Nahrung mit Kupfer- 
und Zinksalzen fiitterten. Ber dieser Versuchsanordnung konnte 
ebenfalls eine Vermehrung des Hiimoglobingehaltes festgeste|; 
werden. Sie kamen daher zu dem Schluss, dass die Salze 
eenannter Metalle eine dem Eisen fhnliche Wirkung haben. 
In einer anderen Arbeit) wies Cervello!) an der Hand yon 
klinischen Fiillen einen. giinstigen Einfluss von Kupfersalzey 
aul die Blutbeschaffenheit) und das Allgemeinbefinden bei der 
hehandlung der Aniéimie nach. 

Auch Savoca?) vermochte an Kranken bei Blutarmut), 
durch Verabreichung von Zinksalzen eine Steigerung des Hiimo- 
elobins zu constatiren, dessen Menge in den ersten Tagen seli 
rasch zunahm, bald das Maximum erreichte, um dann nahezu 
constant zu bleiben. Ferner hat Scarpinato 4) die blutbildende 
Wirkung des Kupferhiimols (2°/o Cu) erprobt. So fand er 
sowohl bei gesunden Hiihnern als auch bei solchen, die durcl) 
Kisenentziehung blutarm gemacht waren, eine auffallende 
Steigerung des Hiimoglobingehaltes. Auch bei Menschen mit 
Blutarmuth sah er einen ebensolchen deutlichen Einfluss nach 
Gebrauch dieses Mittels. 

Ks wiirde nun von grosser Bedeutung sein, wenn die in 
den genannten Arbeiten gewonnenen Resultate als richtig sich 
herausstellen sollten, weil man dann neue Mittel zur Verfiigung 
hiitte, um eine Regeneration des Blutes herbeizufiihren. 

Alle angefiihrten Autoren jedoch haben ihre Schliis=¢ 
betreffs der Blutbildung unter gewissen Einfliissen aus de! 
Bestimmung der Zahl und Farbekraft der rothen Blutkérperchen 


1 Sul porterre ematogeno dei metalli pesanti. Palermo 1894. 

~) Influenza del rame nelle anemie. Palermo 1894. 

3) Archivio di farm. e terap. 1895. (Citirt nach Archives italiennes 
de Biologie 1896, Bd. XXV.) 








in eimem Cubikmillimeter Blut) gezogen. Diese Bestimmung 
vestattet aber nur einen Schluss auf die relative (d. h. die in 
der Volumeneinheit Blut enthaltene) Menge von Blutkorperchen 
und Blutfarbstoff, withrend das Gesammtvolumen des Blutes im 
Korper unbekannt und unberiicksichtigt bleibt. Wie grossen 
Schwankungen aber das gesammte Blutvolumen (d. h. die Masse 
des Blutplasma) unterworfen ist, ohne dass eine Aenderung der 
Gesammtblutk6rperchenmenge zu Grunde liegt, haben zahlreiche 
physiologische und klinische Untersuchungen an Menschen und 
Thieren zur Geniige gezeigt: erwiihnt sei nur die Angabe von 
Buntzen,!) der nach reichlicher Mahlzeit eine Zunahme von 
s—25°% 0, nach reichlichem Wassertrinken eine Abnahme von 
)—12° 0 der rothen blutkérperchen beobachtete, sowie die 
Untersuchungen von Andreesen?) tiber die Wirkung von 
voriibergehender Gefiissverengerung oder Erschlaffung in Folge 
von Alkoholgenuss auf die relative Zahl der rothen  Blut- 
kOrperchen. Sehr auffillig sind ferner in dieser Beziehung auch 
die Beobachtungen zahlreicher Autoren iiber die Wirkung des 
Hohenklimas auf das Blut. Bekanntlich zeigt das Blut) bei 
niederem Barometerdruck sehr bald constant einen grosseren 
Gehalt an rothen Blutkérperchen und in der Regel auch an 
Hiimoglobin als vorher bei héherem Barometerdruck und um- 
gekehrt. Das Verdienst, diese merkwiirdige, tbrigens schon 
von P. Bert (1887) und von Viault (1889) entdeckte That- 
sache erkannt und experimentell niiher untersucht zu haben, 
gebiihrt Miescher?) und seinen Schiilern Egger,*) Karcher, 
Suter und Veillon.®) Miescher und mit ihm noch eine 


Reihe weiterer Beobachter wie Képpe*®, und Wolff?) in 


1) Om ErniaringenS og Blodtabets Indflydelse pa Blodt. Doctor- 
disputats. Kjébenhavn 1879. 

2) Diss. Dorpat 13883. 

3) Korrespondenzblatt fiir Schweizer Aerzte 1893, Nr. 24. 

4) Verhandlungen des XII. Congresses fiir innere Medicin 1893. 

5) Archiv f. exp. Path. u. Pharm. 1897, Bd. 39. 

6) Miinch. med. Wochenschrift 1890 Nr. 41, 1893 Nr. 11, 1895 Nr. 36. 

*) Ueber den Einfluss des Gebirgsklimas auf den gesunden und 
kranken Menschen. Wiesbaden 1895. 
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Reiboldsgriin (700 m.), Schroeder?) in Gorbersdorf (561 1m. 
Meissen und Schroder?) in Hohenhonnef (236 m.) nehmey 
an, dass es sich bei der Wirkung des Hoéhenklimas, d. h. des 
verminderten  Sauerstoff- Partialdruckes, um vermehrte Neuw- 
bildung, d. h. absolute Vermehrung der rothen Blutkérperchen 
und des Himoglobins handele. Aber auch hier ist mit Reet 
der EKinwand erhoben worden, dass aus der beobachtetey 
relativen nicht ohne Weiteres auf eine absolute Vermehrung 
der rothen Blutzellen und ihres Farbstoffes geschlossen werden 
diirfe, dass es sich vielmehr um Aenderungen der blutconcen- 
tration handeln k6énne; und in der That glaubt Weiss?) das 
Letztere durch eine unter Bunge’s Leitung ausgefiihrte Unter- 
suchung bewiesen und die Erkliérung von Miescher widerlegt 
zu haben. Die Methodik, deren sich Weiss und auch Hiiuser- 
mann?) in einer spiiteren Arbeit, die den Einfluss von Eisen- 
fiitterung auf die Hiimoglobinbildung zum Gegenstand hatte, 
bediente und die fiir uns hier von besonderem Interesse ist. 
war folgende. Er nahm Kaninchen von demselben Wurf und 
liess die Hiilfte als Kontrollthiere in Basel (265 m.), wihrend 
er die andere Hilfte theils auf dem Pilatus (2070 m.), theils in 
Andermatt (1444 m.) 4 Wochen lang bei derselben Nahrung 
hielt. Nach dieser Zeit wurde eine Blutkérperchenzahlung vor- 
genommen und der relative Hiimoglobingehalt bestimmt. Dann 
wurden die Thiere mit Aether get6dtet und in Eis verpackt 
nach Basel geschafft. Dort entfernte man Fell und Verdauungs- 
tractus, zerhackte das Thier und extrahirte mit Wasser so 
lange, als noch eine réthliche Fiirbung der ablaufenden F'liissig- 
keit, die auf Gegenwart von Blut schliessen liess, erkennbar 
war, was oft eine Dauer bis zu 24 Stunden beanspruchte. 
Diese ganze Verarbeitung wurde auf Eis ausgefiihrt. Die 
gewonnene Fliissigkeit wurde gemessen, durch ein dickes 
Papierfilter filtrirt und mit einer Pferdehimoglobinlésung ver- 


1) Veriinderungen des Blutes in Gérbersdorf bei Gesunden und 
Phthisikern, Diss. Halle. 1895. 

2) Miinch. med. Wochenschrift 1897, Nr. 23 und 24. 

3) Zeitschr. f. physiol. Chem. 1897, Bd. XXII. 
4, Zeitschr. f. physiol. Chem. 1897, Bd. XXIII. 











LLY 
— 44; - 


elichen. Spiterhin hat Bunge!) selbst bet der Untersuchung, 
ob Eisen aus den Cerealien vom Organismus assimilirt werde, 
diese Methode etwas vervollkommnet und genauere Angaben 
iiber die Art ihrer Ausfiihrungen gemacht. Danach wird der 
Cadaver nicht nur auf dem Filter ausgewaschen, sondern in 
einem Colirtuch mit der Hand ausgepresst: die triibe Fliissigkeil 
wird in der Kilte durch geeignete Papierfilter (Nr. 591) von 
Schleicher und Sehiill) unter Vermeidung eines zu hohen 
Filtrationsdruckes — um das Hindurchpressen von Fetttroptchen 
zu verhindern —- filtrirt: es resultire dann ein vollig klares, 
fiir die colorimetrische Vergleichung geeignetes Filtrat. 

Gegen diese Methodik, namentlich wie sie zuerst) von 
Weiss und dann von Hiiusermann angewandt wurde, kOnnen 
wir auf Grund unserer eigenen spiiter angefiihrten Versuche 
einige Bedenken nicht unterdriicken. Erstens scheint uns die 
vollige Erschépfung des Thierbreies an Farbstoff durch die 
beschriebene Art kaum erreichbar: es gelang uns zum Zweck 
der vollstiindigen Hiimoglobinextraction aus dem Thierbrei 
niemals ber einfachem Coliren und selbst nach wiederholtem 
Auspressen unter einem Druck von 150) Atmosphiiren mil 
weniger als ca. 725 ecm. Extractfliissigkeit aus Cadavern von 
ca. 60 g. Gewicht auszukommen: Weiss gibt an 150—160 cem. 
aus zerkleinertem Cadaver von 30 g. Gewicht. Auch die lange 
Dauer der Extraction ohne Druck scheint uns wegen der leichten 
Zersetzlichkeit des Blutfarbstoffes in solcher Organsaftfliissigkett 
hedenklich: das Stehenlassen iiber Eis gibt dagegen keine 
Sicherheit. Endlich diirfte die colorimetrisch schiitzende Ver- 
gleichung im auffallenden Licht nicht den Werth haben wie 
die genauere photometrische Methode. 

In der That sind denn auch die Resultate von Weiss- 
bunge neuerdings durch die mit exacterem Verfahren an- 
gestellten Untersuchungen von Suter und Jaquet,?) wie es 
scheint, sicher widerlegt: worden. 

Wenn nun die von Cervello ete. untersuchten Schwer- 


1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 1898, Bd. XXV. 
2, Hobhenklima und Blutbildung. Mieschers Arbeiten Il 1897 














metalle eine den Gesammthiimoglobingehalt vermehrende Wjp- 
kung haben sollten, wie jene Forscher annehmen, so kann 
erwartet werden, dass sich dies durch Bestimmung des Gesammit- 
hiimoglobingehaltes ganzer Thiere in oben angedeuteter Weise 
feststellen lassen miisste. Auf Veranlassung von Herrn Pro- 
fessor Hans Mever habe ich deshalb fiir zwei der erwihnten 
Metalle, niimlich fiir Kupfer und Zink, die Frage zu entscheiden 
unfternommen. 
Methode. 

Als Versuchsthiere verwandten wir Ratten, die in grésseren 
Wiirfen leicht zu Gebote standen und wegen ihrer Grosse und 
Verpflegung fiir unsere Zwecke sehr geeignet waren. 

Jeder von unseren 4 Schliigen, von denen je 2 mit dem- 
selben Metallsalz gefiittert wurden, ziihlte 3° Versuchs- und 2 
Kontrollthiere, sodass sich unsere Untersuchungen auf 12 Ver- 
suchs- und 8 Kontrollthiere erstreckten. Es wiire nun fiir das 
Resultat der Arbeit von grossem Interesse gewesen, wenn wit 
den anfiinglichen relativen Hiimoglobingehalt hiitten bestimmen 
konnen. Wir mussten jedoch davon absehen, da wegen der 
Kleinheit der Thiere aus einem angestochenen oberfliichlichen 
Giefiiss (z. B. am Ohr) nicht geniigend Blut ausfloss und die 
reilegung eines tiefer liegenden Gefiisses ein zu schiadigender 
Kingriff gewesen wire. 

Die Thiere wurden, um jedes Nagen an Metalltheilen zu 
verhiiten, in Glasgefiissen gehalten. Wegen der grossen Empfind- 
lichkeit der Ratten gegen Abkiihlung mussten die Glasbehiilter 
mit Watte, die jeden 2.—3. Tag bei der Reinigung der Gefiisse 
erneuert wurde, ausgefiillt und in geheiztem Zimmer aufgestellt 
werden. Nur zum Fressen wurden die Thiere isolirt, sonst 
waren die Versuchs- und die Kontrollthiere von jedem Schlage 
je in einem besonderen Behiilter untergebracht. Als Nahrung 
bewahrte sich am besten fein zerkleinerte Semmel, von der 
wir die tiigliche Portion mit 5 cem. Mileh angeriihrt gaben. 
Die Versuchsthiere von 2 Schligen erhielten nun ausserdem 
Cuprum sulfaricum und die der beiden andern Zincum § sul- 
furicum. Die Salze wurden fein gepulvert und unter die Semmel 
durch inniges Verreiben gemengt, und zwar 0,05 g. Cuprum 

















resp. Zincum sulfuricum zu 100 g. Semmelpulver. Aut diese 
Weise enthielt 1 g. Nahrung ungefiihr ‘2 mgr. Cuprum resp. 
Zincum sulfuricum. Zuerst gaben wir tiiglich L resp. 2 g. und 
-tiegen dann langsam bis zu 5 g. Semmel resp. Semmelsalz- 
mischung. Auf diese Weise erreichten wir, dass die Thiere das 
Futter vollstaéndig auffrassen. Da Analysen der Semmel und 
der Milch ergaben, dass in der den Thieren pro die gereichten 
Nahrung nicht geniigend Eisen zugefiihrt wurde, um = normale 
Hiimoglobinbildung iiberhaupt zu ermodglichen, so setzten wir 
der tiglichen Nahrung ein organisches Eisenpriajparat) zu, und 
zwar 0,05 g. Hamalbumin (Dahmen), von dem t g. nach 
2? iibereinstimmenden Analysen 0,0059 g. Eisen enthielt; also 
bekamen die Versuchs- wie die Kontrollthiere in der Tages- 
dosis ca. O38 mgr. Eisen in Form von organischen Verbin- 
dungen. 

Die Thiere zeigten in der ganzen Zeit ein gutes Befinden, 
nahmen gleichmiissig wie normal wachsende Thiere an Gewicht 
wu. Die Fiitterungszeit betrug 41—d0 Tage. Das Wiigen 
wurde stets vor der Fiitterung vorgenommen und fand jeden 
i. Tag statt, nachdem das Anfangsgewicht bestimmt war. 


Gewichtstabelle. 
I. Schlag (CusQ,). 








Kontroll- | Kontroll- Versuchs- Versuchs- Versuchs- 

thier 1. | thier 2. thier 1. thier 2. | thier 3. 
Anfangsgewicht in g. 53 92,3 ‘9.5 4D tS 
Endgewicht. . ... 66,17 69.96 6d,11 71.96 62,91 
7Zunahme ing... 13,17 1746 15.61 17,46 1491 
Zunahme in Jo. . 24,8) 33,29 51,53 32.03 50.06 





II. Schlag (CusQ,). 


Anfangsgewicht in g.]) 96,5 YO.5 96.3 DOD LO) 

Endgewicht. .. . 100.5 LO6 11 109.81 11051 121,10 
Zunahme ing... +0) 15.61 13.31 20,01 21.10 
Zunahme in) . . t15 17,24 13,79 22,12 21,10 
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Ill. Schlag (ZnS 0,). 











Kontroll- Kontroll- Versuchs- Versuchs- Versuels. 

thier 1. thier 2. thier 1... thier 2. | thier 3 
Anfangsgewicht in ¢. GU 65 62 ~~ 660 60 Od 
Endgewicht. . .. 77,01 77,40 85,260 87,00 | 78.36 
Zunahme ing... 17.01 12.70 23.26 27 OO [8.36 
Zunahme in %o. , 28.33 19.53 | 37,51 6,00 | 30.60 

IV. Schlag (ZnSQ,). 

Anfangsgewicht in g. +2 A) 4S | 39 | 42 
Endgewicht. . . . 70) 69,76 73,86 72,51 73,56 
Zunalime ing... 28 29,76 30.86 | 33.51 31,56 
Zunahme in ®o . . 66,66 74,40 71.76 | 85,92 72,76 





Am Ende der Fiitterungszeit wurden die Thiere wieder 
gewogen und mit Aether in einem Glasgefiiss narkotisirt: in 
der Narkose wurde dann durch Einstich in das blossgelegte 
Herz mit einer innen mit oxalsaurem Natron angefeuchteten 
Spritze O.5b—0.9 com. Herzblut entnommen. Davon gaben wir 
eine genau gemessene Menge in ein verschliessbares Gliischen. 
das oxalsaures Natron und Kochsalz in’ einem bestimimten 
Mengenyerhiiltniss (1:9) enthielt. Aus diesem Gliischen wurde 
nun Blat entnhommen: 

1. Zur Zihlung der rothen Blutkérperchen mittelst des 
Zeiss-Thomaschen Apparates mit dem von Miescher!’) 
modificirten Mélangeur. Aus 2 verschiedenen Blutproben wurde 
jedesmal eine Zihlung von 200 Feldern ausgefiihrt: von diesen 
2 gefundenen Zahlen wurde das Mittel genommen. 

2. Zur Hiimoglobinbestimmung, und zwar stets in? 100 
Verdiinnuneg. 

Der Cadaver wurde enthiiutet und das Fell, von blut- 
spuren befreit, gewogen. Der Verdauungstractus wurde heraus- 
geschnitten, sorgfiiltig gereinigt und zur Hauptmasse zuriick- 
gebracht, die dann zerschnitten und mit dem Wiegemesser aul 
einer Bleiplatte fein zerkleinert wurde. Der Brei wurde in 
einer Schale mit  destillirtem Wasser 1—2 Stunden im Keller 


1) Arch. f. exp. Path. u. Pharm. 1897, Bd. XXXIX. 





-iehen gelassen und dann zwischen zwei in starkes Colirtuch 





eingeschlagenen Platten einer Differentialhebelpresse ausgepresst, 


und zwar unter einem Druck von ca. 150 Atmosphiiren. 
3—4 Mal 
feuchteten 


Verfahren 
Auspressen 


musste 


Wir 


den 


wiederholt 


Riickstand 


werden : 


mit 


Dies 


vor jedem 
destillirtem 


Wasser an, beschriinkten uns aber auf einen moglichst geringen 
Wenn die Pressfliissigkeit schliesslich 


Verbrauch von Wasser. 
farblos abfloss, war die Auspressung beendet: wir setzten dann 


dem Extract die siimmtlichen Blutriickstiinde zu und fiillten im 
gewonnene Fliissigkeit 


Messcvlinder auf. 


Die 


SO 


hetrug im 


Minimum 500, im Maximum 950 cem.:; sie wurde gut durch- 
seschiittell und an einem kalten Orte aufbewahrt. Da indessen 
auch Fette, Schleim und Eiweissstoffe in den Presssaft tber- 


gegangen waren, 


SO 


musste 


oekliirt werden. 


Wir 


erreichten 


dies nach mehreren Versuchen, wobei wir das Princip  ver- 


folgten, eine Kliirung durch Erzeugen eines Niederschlages zu 
erzielen, mit folgendem Verfahren: Wir entnahmen dem Press- 
saft. einige Proben mit 
mit gemessenen Mengen von Baryumchlorid und Natriumoxalat- 
Alsdann erhielten wir eine vollig 


der 


ldsung und centrifugirten. 
klare Fliissigkeit, die zur Himoglobinbestimmung geeignet war. 


Der 


geringe 


Bodensatz . 


der in 


10 cem.-Pipette, 


den 


centrifugirten 


versetzten 


s1e 


Proben 


entstand, zeigte in der Regel eine schwach rothliche Fiérbung, 


jedoch 


denn 


konnten 


eine Losung 


Wir 


des 


diesen 
Bodensatzes 


als 


haimoglobinfret nachweisen : 


in Wasser 


und 


kohlen- 


saurem Natron war spektroskopisch hiimoglobinfrei, also diirfte 


es sich um niedergerissene Fleischpartikelchen handeln. Unsere 


Hiimoglobinbestimmungen 
skopischen Apparat nach der spektrophometrischen Methode 


fiihrten 


wir mit 


dem 


spektro- 


von Vierordt mit dem Kriissschen symmetrischen Spalt aus, 
Die Untersuchungen wurden 


und zwar stets bei Petroleumlicht. 


Von 


2 


Jeobachtern 


al) 


gewohnlichem 


und 


al) 


Hiimoglobin bei verschiedener Spaltweite gemacht 


Kohlenoxvd- 
und 


iehrere Kontrollbestimmungen ausgedehnt, so dass wir jedes 


Mal 


liber 4—8& Ablesungen 
Werthen wurde das Mittel genommen. 
fand stets im Griin (Wellenliinge 536—545 4) statt. 


verfiigten : 


aus 


den 


gewonnenen 
Die Farbenvergleichung 
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Wegen der Technik des Verfahrens und der Berechnung 
verweisen wir auf die diesbeziiglichen Werke von Vierordt: 


und Kriiss.?) — Gleichzeitig wurde noch eine grosse Za))| 
von Bestimmungen mit dem von Miescher?) modificirten 
Kleischlschen Hiimometer kontrollirt, von dessen  Brauch- 
barkeit wir uns hinliinglich iiberzeugten. (Siehe Seite 453-456. 

Das Ergebniss unserer Untersuchungen war sonach_ in 
kurzer Zusammenfassung das folgende: 

Zwischen unseren Versuchs- und Kontrollthieren 
ergab sich kein wesentlicher Unterschied in der Ge- 
wichtszunahme. Beide frassen gleich gut und nahmen 
in demselben Verhiiltniss zu. Ferner konnten wir 
keinen Einfluss der von uns gepriiften Salze (Kupfer 
und Zink) auf das Blut bei der blutkérperchenzihlung 


und Himoglobinbestimmung — und zwar weder ab- 
solut noch relativ — constatiren, denn die befunde 


ergaben bei den Versuchs- und Kontrollthieren immer 
fast dieselben Werthe. Das Resultat unserer Untersuchung 
entspricht also nicht dem der italienischen Autoren. Ob dies 
nun durch die andere Methode der Bestimmung, die wir ein- 
geschlagen haben, oder durch irgend welche anderen Verhiilt- 
nisse bedingt ist, vermOégen wir nicht festzustellen. 


1) Die Anwendung des Spektralapparates zur Photometric. 
Tibingen 1873. 

2) Colorimetrie und quantitative Spektralanalyse. 
3) Arch. f. exp. Path. und Pharm., 1897, Bd. XXXIX, 3. 385. 
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Analytische Belege. 
Schlag I. (€us0,) 
Kontrollthier 1. 


Verarb. Gewicht: 54.07. 


= im Herzblut gefund. r. Blutk. (in der Verdiinnung 2:7) 
QOD 
8.24 
8.15 
Mittel 8.55 Mill 
Himoglobin 12.57° o. 
Menge des Presssaftes des gz. Thieres 600 cem. 
Darin Hiimoglobin 0,057 ® o. 
Kontrollthier 2. 
Verarb. Gewicht: 56.86, 
im Herzblut gefund. r. Blutk. (in der Verdiinnung 8:18) 
DD 
Mittel 9.545 Mill. 
Hiaimoglobin 10.81%». 
: Menge des Presssaftes des gz. Thieres 580 ccm. 
Darin Hiimoglobin 0.054° «. 
Versuchsthier 1. 
Verarb. Gewicht: 52,66. 
im Herzblut gefund. r Blutk. (in der Verdiinnung 9:19) = 8,36 Mill. in 1 emm. 
" 966 
8,22 
- 9.70 
Mittel 8.98 Mill. 
Hamoglobin 12,66° o. 
Menge des Presssaftes des gz. Thieres 600 ccm. 
Darin Haimoglobin 0,047 ° o. 
Versuchsthier 2. 
= Verarb. Gewicht: 59,6, 
im Herzblut gefund. r. Bluik. (in der Verdiinnung 3:13) = 8,48 Mill. in 1 cmm. 
8.19 ; 


Hamoglobin 9,28 ° o 


Mittel 


Y O4 Mill. in 1 emm 


9.54 Mill. in 1 emm 


8.3 Mill. 


Menge des Presssaftes des gz. Thieres 610 ccm 


Darin Himoglobin 0,054° » 
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Versuchsthier 3. 


Verarb, Gewicht: dL. 


im Herzblut gefund. vr. Blatk. (in der Verdiinnung 5:15) = 11.4 Mill. in t emyy) 
11.6 
Mittel 11,5 Mill. 
Hiimovlobin 11.25 2/0. 
Menge des Presssaftes des gz. Thieres 1100 cem. 
Darin Hamoglobin 0,024°/o. 


Schlag If. (CusQ,). 


Kontrollithier 1. 
Verarb. Gewicht: 79.09, 
in Herzblut gefand. r. Blatk. in der Verdiinnung 9:19) = 6,89 Mill. in f emin, 
6.59 
Mittel 6,62 
Himoglobin 8,03 80. 
Menge des Presssaftes des gz. Thieres 750 ccm. 


Darin Hiimoglobin 0,066 °/o. 


Kontrollthier 2. 


Verarb. Gewicht: 84,0, 


im Herzblut gefund. rv. Blutk. (in der Verdiinnung 7:17) = 7,25 Mill. in t emin 
7,87» 


Mittel 7,56 Mill. 
Haimoglobin 11,08 °/o. 
Menge des Presssaftes des gz. Thieres 965 ccm. 
Darin Haimoglobin O,O41 °/o. 


Versuchsthier 1. 
Verarb. Gewicht: 83,5, 
im Herzblut gefund. rv. Blutk. (in der Verdiinnung 5:15) = 7,96 Mill. in L emm. 

6,48 >» 

Mittel 7,22 Mill. 
Hiimoglobin 10,40 °/o, 
Menge des Presssaftes des gz. Thieres 860 ccm. 
Darin Haimoglobin 0,056 °/. 


Versuchsthier 2. 
Verarb. Gewicht: 85,6, 
im Herzblut gefund. r. Blutk. (in der Verdiinnung 6:16) = 8,25 Mill. in L emm 
8,71 » 


Mittel 848 Mill. 
Hamoglobin 10,51 °/o. 


Menge des Presssaftes des gz. Thieres 9350 ccm. 
Darin Himoglobin 0,048 ° 0, 
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Versuchsthier 3. 
Verarb. Gewicht: 95.4, 
nm Herzblut gefund. r. Blutk. in der Verdiinnung 8:18 4.14 Mill. in L emm. 
G0) 
Mittel 9.32 Mill. 
Himoglobin LO.O9” 0. 
Menge des Presssaftes des gz. Thieres S20 cem. 
Darin Hiimoglobin 0,058 0. 
Schlag Il (ZnsQ,). 
Kontrollthier 1. 
Verarb. Gewicht: 59.61, 
in Herzblut gefund. r. Blutk. (in der Verdiinnung 8: 18) = 6.6 Mill. in L emm. 


> ££ 


lr 
Mittel 7.0 Mill. 
Hiimovlobin L1.90°. 
Menge des Presssaftes des ez. Thieres 730 cem. 


ree go} 


Darin Hiimoglobin 0,046 °/o, 


Kontrollthier 2. 
Verarb. Gewicht: 62.85, 
un Herzblut gefund. r. Blutk. (in der Verdiinnung 8: 18) =~ 6.8 Mill. in | emm. 
7.6 
Mittel 7,2 Mill. 
Hamoglobin 13,00 9). 
Menge des Presssaftes des gz. Thieres 790 cem. 
Darin Hiimoglobin 0,047 °/>. 


Versuchsthier 1. 
Verarb. Gewicht: 67,21, 
iin Herzblut gefund. r. Blutk. Gn der Verdiinnung 5: 15) = 7.5 Mill. in | emm. 
6.6 
Mittel 6,8 Mill. 
Himoglobin 11,45 °%o. 
Menge des Presssaftes des gz. Thieres 715 cem. 
Darin Hamoglobin 0,045 °, 


Versuchsthier 2. 
Verarb. Gewicht: 73,40, 
i) Herzblut gefund. r. Blutk. (in der Verdiinnung 8: 18) == 6.9 Mill. in ft emm. 
7.1 
Mittel 6.5 Mill. 
Himoglobin 12.29” 
Menge des Presssaftes des gz. Thieres SLO cem. 
Darin Hiimoglobin 0.052 °/o. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, XXVI, 








4:60 






Versuchsthier 3 


Verarb. Gewicht: 63.54. 
im Herzblut gefund. r. Blutk. (in der Verdiinnung 9:19) = 8.6 Mill. in 1 erm) 


i 
Mittel 8.2 Mill 
Hiimoglobin 14.42° . 
Menge des Presssaftes des gz. Thieres 690 ccm 
Darin Himoglobin 0.058 ° > 


Schlag IW. (4ns8Q,) 


Kontrollthier 1. 
Verarb. Gewicht: 37.75. 
ind Herzblut gefund. vr. Blutk. Gin der Verdiinnung 8:18) = 5.9 Mill. in 1 emn 
6.9 
Mittel 6.4 Mill 
Hiimoglobin 15.41 ° o. 


Menge des Presssaftes des ez. Thieres 640 ccm. 


Darin Hiimoglobin 0.057 ° o 
Kontrollthier 2. 
Verarb. Gewicht: 56.31. 
na Herzblut gefund. rv. Blautk. Gn der Verdiinnung 9:19) == 7.3 Mill. in 1 cimm. 


6.5 
Mittel 6.9 Mill. 
Himoglobin 12.152 0. 
Menge des Presssaftes des gz. Thieres 510 ccm. 
Darin Hiimoglobin 0,077 °/o. 


Versuchsthier 1. 
Verarb. Gewicht: 59.06. 
im Herzblut gefund. r. Blutk. (in der Verdiinnung 6 :16) = 8.0 Mill. in 1 emn 
5.6 
Mittel 8&3 Mill. 
Hiimoglobin 12,25 %o. 
Menge des Presssaftes des gz. Thieres 550 cen. 
Darin Haimoglobin 0.069° | 


Versuchsthier 2. 
Verarb., Gewicht: 58.66. 
im Herzblut gefund. r. Blutk. (in der Verdiinnung 8:18) = 8.6 Mill. in 1 cin 
mage 
4.6 


Mittel 7.9 Mill. 


Himoglobin 10.91%. ( 
Menge des Presssaftes des gz. Thieres 505 ccm. 


Darin Himoglobin 0,079 ° 5 
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Versuchsthier 3 
Verarb. Gewicht JSS.81, 


un Herzblut gefund. rv. Blutk. (in der Verdiinnung 9: 19 6.7 Mill. in 1 emi. 


4a) 


Mittel 7.0 Mill. 
Himoglobin 10.91 ° o 
Menge des Presssaftes des gz. Thieres 540 cem. 
Darin Hamog!obin 0,064 ° « 


Am Schlusse meiner Arbeit ist es mir eine angenehme 
Pflicht, meinem hochverehrten Lehrer, Herrn Professor Dr. Hans 
Mever, fiir die Anregung und Unterstiitzung bei dieser Arbeit 
meinen verbindlichsten Dank auszusprechen. 

Zu besonderem Danke fiihle ich mich auch Herrn 
Dr. Rost verpflichtet, der mir bei den Untersuchungen mit 
Rath und That zur Seite stand. 











Ueber Einfiihrung von Jod in das krystallisirte Serum- 
und Eieralbumin. 
Von 


Dr. D. Kurajeff (aus St. Petersburg). 


(Aus dem physiologiseh-chemischen Institut zu Strassburg. Neue Folge Nr. 15, 


Der Redaction zugegangen am 28. November 189s. 


I. 

Versuche, Halogenverbindungen der Eiweisskorper zu er- 
halten, sind, seit Mulder?) bet Einwirkung von Chlor aut 
einige” Eiweissstoffe chlorhaltige Produkte erhalten) hat, von 
Boehm und Berg?) Loew,’) Liebrecht und ROhmann,') 
KF. Blum und W. Vaubel,®) F. Gowland Hopkins und 
St. N. Pinkus.®) F. Hofmeister’) und Anderen ausgefiilir 
worden. Von einer Fortfiihrung dieser Untersuchungen war 
Sicherung und Ausgestaltung der bereits erlangten Ergebnisse 
zu erhoffen, und ich habe darum, einer Aufforderung von Herrn 
Professor Hofmeister folgend, die Einwirkung von Jod au 
krvstallisirtes Serum- und Eieralbumin unter wechselnden 
Bedingungen genauer studirt. 

Von den Ergebnissen, welche seitens friiherer Untersucher 
in Betreff der Jodirung der Eiweisskérper zu Tage gefordert 
worden sind, seien kurz die wichtigsten hierher gehorigen mit- 


getheilt.>) 


1) Journ. f. prakt. Chem., XXXXIV, S. 487. 

2) Archiv fiir exp. Path. u. Pharm., Bd. V, 8. 329. 

3) Journ. f. prakt. Chem. (2), Bd. XXXII, 5. 138. 

4) D.R.PL 79926 (1894) und chem. Berichte, Bd. XXX, 3. [82-4 

>, Miinchner med. Wochenschr., 1596, Nr. 45 u. Journ. f. prakt. 
Chemie, N. F. 56, 393 und 57, 365. | 

6) Berichte d.dtseh. ch. Ges., Bd. XXX, 8. 1860, Bd. XXXT, 3S. 1511 

7) Zeitschr. f. physiol. Chem., Bd. XXIV, 3. 159. 

S, Betreff der jilteren Angaben verweise ich auf die Zusammen- 


Hofmeister |. e. 





stellune bet 
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In einer Patentschrift von 189% bemerken A. Liebrecht 


und FL. ROhmann, dass beim Erwiirmen von Eiweisskorpern 
mit Jod Verbindungen erhalten werden, die nach Ausziehen 
mit Aether, Chloroform und Aehnlichem kein freies Jod mehr 
enthalten. solches aber beim Kochen mit Wasser und Alkali 
leicht abgeben. Dass bet Einwirkung von Halogenen auf feuchtes 
Kiweiss Halogensubstitutionsprodukte desselben entstehen, 
ist dann von Blum in einer vorliufigen Mittheilung ausdricklich 
hervorgehoben worden. In seiner ausfithrliichen Publication ?) 
theilte Liebreeht das von ihm und ROhmann_ benutzte 
ls<olirungsverfahren mit, das am Casein eingehender gepritt 
wurde. Ein inniges Gemisch von SO er. Casein und 20 er. Jod 
wird unter Umriihren bei Wasserbadtemperatur erwiirmt. Es 
entsteht ein gleichmiissiges braunes Pulver, das im Soxhlet schen 
Extractionsapparat mit Aether erschopft: wird. Das so erhaltene 
lulttrockene Produkt, «Perjodcasein», enthilt 17,8 ° 0 Jod. Das- 
selbe Produkt erhailt man durch Kochen von Casein mit 70° oigem 
Alkohol und Jod. Das Perjodeasein geht dabei in Losung und 
scheidet sich beim Erkalten aus. Es enthiilt den gréssten Theil 
des Jod locker gebunden. Bei Behandlung mit unterschweflig- 
suurem Natron entfiirbt es sich und liefert nach Auswaschen 
mit Wasser, Alkohol und Aether ein «jodeasein», das neben 
Phosphor und Schwefel 5,7 °/o0 Jod enthiilt. 

Fr. G. Hopkins?) erhielt aus verdiinntem, globulintreiem 
Hiihnereiweiss durch Einwirkung von Jod bei 40°—45° einen 
flockigen Niederschlag, der durch Auswaschen mit Wasser und 
lagelanges Dialvsiren aschefrei gemacht wurde. Dieses Loh- 
produkt, durch Lésen in 5°Joiger Sodalésung, Ausfiillen mit Essig- 
siiure und 48stiindiges Dialysiren gereinigt, gab ein Jodeiweiss 
mit 611—6.299 ¢, im Mittel (aus 4 Bestimmungen) 6,20° 0 Jod. 
Wurde es mit Alkohol ausgezogen, so resultirte ein in Wasser 
und Aether nahezu unléslicher Korper, welcher 17,99 ° 0 Jod 
enthielt. Hopkins spricht ihn als Additionsprodukt an, weil die 
homologen Chlorverbindungen aus Jodkalium Jod frei machen. 

1) Berichte d. dtsch. chem. Ges.. Bd. XXX. S. 1824. 

2; Berichte d. dtsch. Bd. XXX. SS. 1860. 





chem. Ges.. 











I. Hofmeister!) suchte zuniichst am rohen Eiereiweis- 
die Bedingungen tiir eine maximale Jodaufnahme zu ermittely. 
Dieselbe wurde ber Anwesenheit von 1 gr. Jod auf 2 gr. Eiweiss 
durch ¢#—RSstiindiges Erhitzen auf dem Wasserbade in schwact; 
saurer Fliissigkeit erreicht. Fiir das aus Roheiweiss erhaltene 
Jodprodukt ergab sich ein Gehalt) von 6,9—7,2 ° 0, Im Mitte! 
von 7,.06° o Jod. Sodann wandte er die Jodirung auf nach 
seinem Verfahren dargestelltes krystallisirtes Eieralbumin- an. 
wobei er auf 10 gr. Eiweiss in 100 com. Wasser eine Mischung 
von 5 gr. Jodkalium, 2,5 ger. Kaliumjodat und 2 ccm. concen- 
trirter Schwefelsiiure einwirken less, was einem geniigenden 
Z7usatz von freiem Jod und einem = kleinen Ueberschuss yon 
Jodsiiure entspricht. Nach Bindung des dabei fret werdenden 
Kaliums durch die Schwefelsiiure als neutrales Kaliumsulfat 
bleibt. noch etwa 1° o Schwefelsiiure (oder die entsprechende 
Menge Kaliumhydrosulfat) in der L6sung. Diese saure Reaction 
wurde im Hinblick auf das Ergebniss der Vorversuche gewiihll, 
um beim Erhitzen die Coagulation des Albumins zu vermeiden. 

Das Reactionsprodukt wurde durch wiederholtes Losen 
in Ammoniak, Fiillen mit Essigsiiture, Auswaschen mit  Jod- 
kaliumlésung und Wasser gereinigt, dann mit Alkohol und 
Aether erschépft: es enthielt’ constant &,9°/o Jod. 

Ueber die) Zusammensetzung dieses Jodeiweisses, sowle 
die Schliisse, welche sich daraus ergeben, soll, soweit nothig, 
unten im Anschlusse an meine eigenen Untersuchungen — die 
Rede sein. 

Aus einer kurz darauf erschienenen Mittheilung von 
Blum und Vaubel?) ging hervor, dass Blum seine Jodeiweiss- 
priiparate durch Einwirkung von Jodjodkalium oder Jodtinctur 
erhalten hatte. Genaueres ergibt sich tiber die Darstellung aus 
einer in jiingster Zeit erschienenen Arbeit der genannten 
Autoren.’) die erst nach Absehluss meiner Versuche erschien. 


- | 
1 Liebrecht, Blum,Hopkinsund Hofmeister haben, wie aus Zeit 
und Umstinden hervorgeht, die Untersuchungen unabhiingig von einande: 
ausvefiihrt. Die Publicationen erfolgten in der oben eingehaltenen Reihenfolze 
2) Journ. f. prakt. Chem. N. F. LVI, S. 393. 
Journ. f. prakt. Chem, N. F. LVIT, 8. 365. 








tOO 


Danach haben Blum und Vaubel das urspriinglich ange- 


wandte Verfahren wesentlich abgeiindert. Sie beobachteten, 
dass bet der Einwirkung von Jod auf Eiweiss grosse Mengen 
Jodwasserstolf gebildet wurden und die weitere Substitution mit 
Jod hinderten. Als brauchbarstes Mittel, diese Schwierigkeiten 
zu umgehen, erwies sich ihnen die Jodirung ber Anwesenheit 
von Natriumbicarbonat. Die wiisserige EiweisslOsung wurde mit 
diesem Salz im Ueberschuss versetzt, das Jod zugefiigt und 
das Gemisch auf dem Wasserbade unter Umschiitteln auf ca. 50° 
erwirmt. Von Zeit zu Zeit wurden kleine Mengen von Jod und 
Bicarbonat hinzugebracht. Nach etwa 4—5 Stunden war die 
Reaction zu Ende. Die erhaltenen Losungen wurden abfiltrirt, 
mit Natronlauge versetzt, sofort mit Essigsiiure gefiillt und = der 
erhaltene Niederschlag nach <Abfiltriren auf dem Wasserbade 
getrocknet. Um das Jod sowie das unzersetzte Natriumjodid 
zu entfernen, wurde mit absolutem Alkohol und mit Wasser 
ausgekocht. Das aus Roheiweiss erhaltene Produkt) enthielt 
etwa 7° 0 Jod in fester Bindung. Aus Casein wurde ein Jod- 
derivat mit) 6—7%o, aus Mvosin mit 10,2—11,1°/o, aus 
Merck schem Hefenuclein mit 6,9 °/o, aus Schilddriiseneiweiss 
von 6,5 °%/o Jod erhalten.!) 

In der ebenfalls erst vor Kurzem erschienenen austiihr- 
lichen Mittheilung von G. Hopkins und St. Pinkus?) finden 
sich in Betreff der Jodirung von Eiweissstoffen genauere An- 
gaben tiber die Jodeinfithrung in Eiereiweiss. Verdiinntes, mit 
Kssigsiiure bis zu schwach saurer Reaction versetztes Eiweiss 
wurde bei 35—40° mit Jodiiberschuss behandelt; es trat dann 
plitzlich ein Niederschlag ein, der abfiltrirt, mit Natriumsulfit- 
losung gewaschen und dann analysirt wurde. Er enthielt 7,2 ° 0 
Jod. Wurde er in 2°/oiger Sodalésung gel6st und neuerdings 
vefallt, so enthielt er nur noch 6,24—6,30°/o Jod. 

Wie aus diesen Angaben ersichtlich, ist, soweit es sich 
lim Jodderivate von Eiweiss handelt, nur Hofmeister von 


1) Die verwendeten Eiweisskérper waren anscheinend keiner beson- 
leren Reinigung unterworfen worden. 
2) Chem. Berichte, XXXI, S. 1512. 
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einwurtsfreiem krystallinischen Material ausgegangen. Daneben 


liegen nur einige Angaben von Hopkins und Pinkus_ iibe) 
Bromprodukte aus krvstallinischem Eieralbumin vor, wonach, 
die daraus erhiltlichen Perbromide 15—16 °/o Brom enthielten, 
Wihrend sich aus dem Eiweiss der Mutterlauge nur Produkte 
mit um 3° o niedrigerem Bromgehalt erhalten liessen. 

In Betreff der chemischen Eigenschaften der Jodeiweiss- 


verbindungen — ich habe dabei stets die Produkte mit fest- 
gebundenem Jod im Auge — ist’ fast allen Beobachtern an 


Ihnen das Fehlen der Millon’schen Reaction und der’ Blei- 
schwiirzung beim Erhitzen mit) alkalischer Bleioxydlésung aul- 
eefallen. Eine Deutung dieses Verhaltens ist von Hofmeister 
und noch eingehender von Blum und Vaubel versucht worden. 
Doch enthalte ich mich einer zusammenfassenden Darlegung 
dieser Verhiiltnisse, da eine Besprechung derselben anlisslich 
der bet Spaltung von Jodeiweiss gemachten Erfahrungen you 
anderer Seite in Aussicht steht. Soweit diese Angaben meine 
eigenen Erfahrungen unmittelbar beriihren, sollen sie unten 
Krwiithnune finden. 


II. 
Versuchsmaterial, Versuchsbedingungen und 
Methodtk. 

Wie Eingangs erwihnt, war es meine Aufgabe, die Bildung 
von Jodeiweissverbindungen ausgehend von krystallisirtem = Ei- 
weiss und unter weehselnden Bedingungen zu studiren. 

Von den drei derzeit’ in’ geniigender Menge in_ krystal- 
linischem Zustand beschaffbaren Eiweisskérpern, Eieralbumin. 
Serumalbumin und Hiimoglobin, habe ich fiir meine Zwecke 
nur die beiden ersten herangezogen, da das Hiimoglobin wegen 
Anwesenheit) der Hiimatingruppe und der dadurch gegebenen 
Complication minder geeignet schien. “+ 

Die Gewinnunge des reinen Serumalbumins— erfolgte im 
Ganzen nach Girber!) aus mit Ammoniumoxalat ungerinnbia 


1) Verhandl. der physik.-med. Gesellschaft. zu Wiirzburg. XN. | 
XNIX. S. 117 und G. Meyer’s Dissertation, Wiirzburg, 1896. 
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vemachtem Pferdeblut. Die Ausscheidung von Krvystallen trat 


hein Versetzen des von Fibrinogen und Globulin’ befreiten 
Plasmas mit Ammonsulfatlbsung bis zur beginnenden Triibung 
in den meisten Fiillen, wenn auch in ungleicher Reinheit) und 
Menge, ein. Der Niederschlag wurde durch Umkrystallisiren 
eereinigt, bis er ganz frei von amorphen Beimengungen war, 
was gewoOhnlich erst durch mehr als viermaliges Umkrvystallisiren 
erreicht wurde. Verwendet wurden nur Niederschliige, die aus 
Krystallen von typischer Form, d. h. hexagonalen Prismen mil 
einseilig aulgesetzter Pyramide bestanden. Die feuchte Krystall- 
masse wurde abfiltrirt, sorgfiiltig zwischen Filterpapier abge- 
presst, In Wasser gebracht und die erhaltene Losung, die in der 
Regel vollstiindig klar war, oder, was bet mehr als fiinfmaligem 
Umkrvstallisiren meist vorkam, leicht opalescente Beschaffenhei 
aufwies, direkt zu den Jodirungsversuchen benutzt. 

Die Gewinnung krystallisirten Eieralbumins wurde nach 
. Hofmeister s!) Angaben durchgefiihrt. Mit Hilfe der Ein- 
Iimplung von vorrathigem krystallisirten Material gelang es bei 
Anwendung frischer Eier in der Regel in 1—2 Wochen ans 
Ziel zu kommen. Durch Umkrvystallisiren konnten die zuniichs! 
hoch beigemengten Globuliten leicht beseitigt werden. Ein 
zwelmaliges Umkrvstallisiren und Waschen der Krystalle mit 
halbeesittigter Ammonsulfatlbsung war hierzu in der Regel 
eenuigend., 

Lim die Bedingungen einer maximalen oder doch con- 
stanten Jodeinfiihrunge zu ermitteln, wurden sie in den ein- 
zelnen Darstellungsversuchen unter Verwendung von Serum- 
abumin in mannigfaltiger Weise abgeiindert. 

1. Reaction. Bis auf Blum und Vaubel haben alle 
hisherigen Untersucher die Jodirung theils in absichtlich ange- 
~auuerter LOsung, theils bei jener sauren Reaction vorgenommen, 
die sich in Folge der Bildung von Jodwasserstoff einstellt. leh 
habe in einzelnen Versuchen ohne Zusatz, in anderen mit 
Zusatz von Siiure operirt: in einem Versuche aber durch Zu- 
saiz von tberschiissigem Magnesiumearbonat fiir eine stete 


1) Zeitschr. f. physiol. Chem... Bd. XIV, Ss. 165 und XXIV. S. 161 









OS 


Abstumptung der frenwerdenden Siiure Sorge getragen. so dass 
om) a) a) 


<ich in diesem Falle die Jodirung in schwach alkalischer Losune 
vollzog. 

2. Temperatur. Ein grosser Theil der Versuche wurde 
ber emer Temperatur) von 40—50°, ein) anderer auf dem 
Wasserbade durchgetiihrt. 

3. Die Zeitdauer wechselte von 1 Stunde bis zu 7 Tagen, 

i. Die Jodzufuhr erfolgte theils durch Zusatz von dod 
ils solchem neben Jodkalium, theils durch Zufuhr von  Jod- 
kalium und jodsaurem Kalium, wober durch einen entsprechen- 
den Zusatz von Schwefelsiiure fiir das Freiwerden des Jods 
vesorgt wurde. 

Da bei der zu erwartenden Jodsubstitution die Bildung 
von Jodwasserstoff zu erwarten ist, der seinerseits die weitere 
Jodirung zu hindern ptlegt, so wurde, um thn unschiidlich zu 
machen, in einem Versuche, wie schon erwiithnt, Magnesium- 
carbonat, in anderen Fiillen jodsaures Kalium = zugefiigt. Um 
aber cinerseits den Einfluss der Jodwasserstoffsiiure, anderer- 
<eits der Jodsiiture klarzustellen, wurden Versuche mit tiber- 
~chiissiger Jodwasserstoffsiiure (beim Eieralbumin, siehe unten) 
und mit Jod neben viel Jodsiiure (beim Serumalbumin) angestellt. 

Der entstandene Jodeiweissniederschlag wurde zur Ent- 
fernung von Jod und Jodwasserstoff durch 2—S3maliges Losen 
In schwachem Ammoniak, Ausfillen mit Essigsiiure unter Ver- 
wendung eines Ueberschusses und Auswaschen mit Wasser bis 
zum = Verschwinden der Jodreaction, dann Auswaschen mil 
Alkohol und Aether gereinigt. 

Zur Priifung auf Anwesenheit von Jod oder Kaliumyjodid 
ging ich in nachstehender Weise vor. Ein Theil des Nieder- 
<chlages wurde mit verdiinnter Schwefelsiiure, Kalitumnitrit und 
Chloroform kriiftig g@eschiittelt. Trat innerhalb der ersten 
15> Minuten keine Fiirbung des Chloroforms auf, so wurde de! 
Niederschlag als frei von anhaftendem Jod angesehen. Nach 
15—30 Minuten gibt Jodeiweiss stets Spuren von Jod ab, was 
der’ Einwirkunge der zugetiigten Schwefelsiiture  zuzuschreiben 
sein diirtte. 








Kigenschaften und Zusammensetzung des 





jodirten Serumalbumins. 

Ich habe von Jodserumalbumin LO verschiedene Priiparate 
dargestellt und mehr oder weniger vollstiindig analysirt. Die 
Verschiedenheit der dabei eingehaltenen Bedingungen ist) aus 
Vachstehendem  ersichtlich. 


Priparat A, (Jod, Jodkalium, jodsaures Kalium; Temperatur 
1(a—)0" C., Dauer der Einwirkung 35> 24 Stunden). 

Ca. 4,0 krystallisirtes Serumalbumin, 2,0 Jodkalium, 1,0) Jod, 
0.05 jodsaures Kalium wurden in 250 cem. Wasser zusammengebracht. 
Unter hiiuligem Schiitteln wurde die Mischung 3 Tage lang ber 40—d)0° C, 
stehen gelassen. Die Bildung des braunen voluminésen Niederschlages 
erfolgte erst am zweiten Tage: die iiber der Fiillung stehende Fliissigkeit 
enthielt, dem Anscheine nach, nur eine geringe Menge freien Jods, da 
sie schwach gelb gefiirbt war. Der Niederschlag wurde abfiltrirt und mit 
Wasser so lange gewaschen, bis keine Reaction auf Ammonsulfat mehr 
eintrat. Dann wurde er dreimal in verdiinntem Ammoniak gel6st und 
mit Essigsiiure wieder ausgefiillt, schliesslich auf einem seidenen Filter 
vesammelt, aufs Neue mit Wasser, 95° oigem Alkohol und Aether so lange 
sewaschen, bis die Reaction auf Jod, resp. Jodwasserstoffsiiure ver- 
schwunden war. Zur Analyse gelangte das bei 110° bis zu constantem 
Gewichte getrocknete Priiparat. 

Priparat A, (Jod, Jodkalium, jodsaures Kalium; Temperatur 
‘)-—50, Dauer der Einwirkung 424 Stunden). 

Verwendet wurden ca. 20,0 krystallisirtes Serumalbumin, 16,0 Jod- 
kalium, 8,0 Jod, O44 jodsaures Kalium, ca. 750 cem. Wasser. Die 
Mischung stand 4 Tage bei 40—50° C.; der Ueberschuss von freiem Jod 
in der Fliissigkeit war bedeutend. Die iibrige Bearbeitung des Nieder- 
schlages wurde genau wie bei Priiparat A, ausgefiihrt. 

Priparat A, (Jod, Jodkalium, jodsaures Kalium; Temperatur 
H—50°, Digestionsdauer 724 Stunden). 

Ca. 10,0 krystallisirtes Serumalbumin, 10,0 Jodkalium, 5,0 Jod, 
1.2 jodsaures Kalium, 600 cem. Wasser. Das Gemisch stand 7 Tage bei 
(I—50° C. Der Jodiiberschuss war sehr gross; alles Uebrige wie friiher. 

Priparat A, (Jod, Jodkalium, jodsaures Kalium; Temperatur 
(I—50° C., Versuchsdauer 7 24 Stunden). 

Ca. 15,0 krystallisirtes Serumalbumin, 15.0 Jodkalium, 7.5 Jod, 
0.5 jodsaures Kalium, 600 cem. Wasser wurden gemischt. Die Mischunyg 
stand 7 Tage bei 40—50°C. Die Behandlung so wie friiher. 

Priparat A, (Jodkalium, Jodsiiure, Schwefelsiiture; Temperatur 
MH) 50°. Digestionsdauer 7 24 Stunden). 


















A) 


Ca. 20,0 krystallisirtes Seramalbumin, 15,0 Jodkalium, 10.5 Jodsiur 


fs) , 


2.45 com. concentrirte Schwefelsiure (4.42 er. Schwefelsaure), ca. 900 cen 
Wasser. Die Menge der Jodsiture war so hoch gewihlt. um die Wirkun: 
des bei der Jodirung des Eiweisses sich etwa bildenden Jodwasserstof{s 
vollstiindig zu eliminiren. Concentrirte Schwefelsiiure war in der Mene 
zugesetzt. welche die Reaction nach folgender Formel erfordert: 
1OKJ + 2HJO, + 5 H,SO, = 6 J, + 5 K,SO, + 6 H,O. 

Zur Albuminiésune wurde zunichst Jodkalium hinzugefiigt. darau| 
Jodsiiture, schliessheh die vorher mit 200 cem. Wasser verdiinnte con- 
centrirte Schwefelsiiure. Dabei wurde die Mischung bestindig geschiitte!| 
und darauf bei 40—50° der Ruhe tiberlassen. Die Mischung stand. jr 


= Ff 


Ganzen 7 Tage und wurde hiiufig durchgeschiittelt: der Uebersehuss ay 
freien Jod war sehr gross. Das Filtrat von dem dunkelbraunen Nieder- 
schlay besass sehwach saure Reaction und gab auf Zusatz gesittizte) 
Ammonsulfatlbsung eine starke Fallung. Das erhaltene Jodprodukt wurd 
successive dreimmal ino verdiinntem Ammoniak gelést und mit Essigsiiur 
eefillt. worauf der Niederschlag 4 Tage lang ausgewaschen wurde. d. | 
so jange, bis das Waschwasser keine Reaction auf Jod mehr gab. Dabei 
verlor der Niederschlag seine briiunlichgelbe Farbe und nahm= einen 
erauen Ton an. Er wurde darauf mit Alkohol und Aether ausgewaschen. 
his das Filtrat keme Jodreaction mehr gab. 


Priiparat A, WJlodkalium, jodsaures Kaliuin, Schwefelséure: Ten 


peratur 90—L00°, Versuchsdauer 4 Stunden). 


Ca. 10.0 krystallisirtes Serumalbumin, 5.0 Jodkalium, 2,5 jodsaures 
Kalium., 2 cem. Sehwefelsiiure, ca. 300 cem. Wasser. Die mit Wasser 
verdiinnte Siiure wurde zuletzt hinzugefiigt, wobei fast sofort der braun 
Niederschlag entstand. Die Mischung wurde auf dem Wasserbad 
t Stunden lang unter bestiindigem Schiitteln erhitzt; der Ueberschuss an 
frerem Jod war bedeutend. Die Behandlung des Niederschlags war wic 
hei Ay. Das erste Filtrat vom erhaltenen Jodprodukt wurde auf ein kleines 
Volumen cingedampft. wobei das freie Jod sich fast vollstindig ver- 
flichtigte und die Fliissigkeit nicht gelb gefiirbt erschien. Nach de: 
Neutralisation mit Kalilauge wurde sie mit gesiittigter Ammonsulfatlésune 
versetzt, wobei sich ein brauner Niederschlag bildete. Dieser wurde mit 
Ammonsulfatlisung bis zum Verschwinden der Jodkaliumreaction aus- 
eewaschen und darauf in Wasser gelést; die gewonnene Lésung gab ein 
sehr starke Biuretreaction (von rothvioletter Farbe), dagegen nicht di 
Millon’sche oder Molisel’sche Probe. Die wiisserige Lésung des Nieder- 
schlages wurde zur Trockene verdampft und mit) Soda und Salpeter 
zusammengeschmolzen: die erhaltene Schmelze gab eine sehr schari 
Jodreaction. 

Priiparat A. (Jodkalium, jodsaures Kalium, Schwefelsiure: Tet- 


, 


peratur 90 100°. Versuchsdauer 4° 4 Stunden). 
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Genommen wurden ca. 8,0 krystallisirtes Serumalbumin, 95,0) Jod- 


calium, 2.0 jodsaures Kalium, 2 cem. concentrirte Schwefelsiiure, ea. 
300) cem. Wasser. Die Mischung wurde unter hiiufigem Schitteln 
t+ stunden 45 Minuten lang auf dem Wasserbade erhitzt. Die weitere 
Bearbeitung des Priiparates wie friiher. 

Priiparat A, (Jodkalium, jodsaures Kaliumn, Schwefelsiure; Tem- 
peratur 90—LOO°, Versuchsdauer 6 Stunden). 

Genommen wurden ca. 6,0 krystallisirtes Serumalbumin, 5.0. Jod- 
kalium, 2.0 jodsaures Kalium, 2 cem. concentrirte Schwefelsiiure, ca. 
KO com. Wasser. Die Mischune wurde 6 Stunden lang auf dem Wasser- 
bade erhitzt. Der Ueberschuss von freiem Jod war sehr gross. Die 
Bearbeitung des Priiparates wie vorher. Die Filtrate von den Nieder- 
schligen 7 und 8 gaben beim Versetzen mit dem gleichen Volumen ve- 
siittigter Ammonsulfatldsung starke braune Fiillungen, wie bet Prii- 
parat Ag. 

Praiparat A, (Jodkalium, jodsaures Kaliam, Schwefelsdéure; Tem- 
peratur 90—100°, Versuchsdauer L Stunde). 

Genommen wurden ca. 10.0 krystallisirtes Serumalbumin, 5,0 Jod- 
kalium, 2.5 jodsaures Kalium, 2 cem. concentrirte Schwefelsiure, ca. 
390 cem. Wasser. Die Mischung wurde unter bestandigem Schiitteln 
| Stunde auf dem Wasserbad erhitzt und darauf tiber Nacht erkalten 
velassen. Das Filtrat des Niederschlages gab mit Ammonsulfat eine be- 
deutende Fallung. 

Priparat A,, (Jod, Jodkalium, Magnesiumecarbonat ; Temperatur 
H—90", Versuchsdauer 7 & 24 Stunden). 

Ca. 20,0 krystallisirtes Serumalbumin, 15,0 Jod, 10,0 Jodkalium, 
10.0 Magnesiumearbonat, ca. 600 cem. Wasser. Die Mischung stand 
¢ Tage bei einer Temperatur von 40—50°, die Reaction war anfangs 
neutral, wurde jedoch in der Folge alkalisch. Eine Féillung von Albumin 
in der Fliissigkeit fand nicht statt. Die Fliissigkeit war wenig§ gefirbt. 
Sie wurde filtrirt, das Filtrat mit Ammoniak versetzt und = daraut 
mit Essigsiiure gefillt. Die weitere Behandlung des Priiparates wie 
vordem, 

Die dargestellten Priiparate des Serumalbumins besassen 
im Allgemeinen dieselben Eigenschaften, wie das Jodalbumin 
Hofmeister’s. Das getrocknete und zu Pulver zerriebene 
Jodserumalbumin war gewohnlich von briiunlich grauer Farbe, 
unloslich in Wasser und Alkohol, leicht l6slich in) Alkalien: 
aus alkalischer Lésung liess es sich durch vorsichtiges An- 
iiuern mit Essigsiiture in Form eines voluminésen Nieder- 
<chlages quantitativ herausfiillen, der sich im Ueberschuss von 
Exsigsiiure etwas léste. Es gab die Nanthoprotein- und Biuret- 
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probe, sowie die Zuckerreaction nach Moliseh (mit «-Naphthol., 
ledoch nicht die Reactionen von Adamkiewtez und Millon, 
Ks hinterliess beim Verbrennen keine Asche. Leicht abspaltbare: 
Schwefel wurde nur in den Priiparaten A, und A, constatirt: 
beim Kochen des Jodserumalbumins mit Bleiacetat in alkalischer 
Losung trat in diesen Fiillen eine Schwiirzung der Fliissigkeit ein, 

Die Resultate der Elementaranalyse der von mir dar- 
vestellten Jodserumalbumin-Priiparate sind in der umstehenden 
Lebersichtstafel (Seite) 472-473) angefiihrt. 

Die Bestimmung des Kohlenstoffs und Wasserstoffs geschah durch 
Verbrennung im offenen Rohre mit Bleichromat, Kupferoxyd und vor- 
velegter Silberspirale im Luft- und Sauerstoffstrom. Der Stickstoff wurde 
nach Kyeldahl, der Schwefel nach v. Asboth-Diiring bestimmt. 

Zur Jodbestimmuneg benutzte ich zumeist das Volhard’sche Ver- 
fahren, welches nach Hofmeister’s, von Blum und Vaubel bestiitizte: 
Angabe bet den Jodderivaten der Eiweisskorper gute Resultate gibt. Ich 
selbst habe ber Vergleichsbestimmungen nach Volhard und Carius 
identische Werthe erhalten, So gab Priiparat A, nach Carius LOS, nach 
Volhard 10,92° 5 Jod: doch setzt das vielfach so bequeme Volhard’sche 
Verfahren evrosse Sorefalt und Vorsicht bet der Ausfithrung voraus. 


IV. 
Discussion der analytischen Ergebnisse. 


Der Vergleichung der in der Tabelle angefiihrten Wertne 
enthimmet man sofort, dass unter verschiedenen Bedingungen 
der Jodirung ein gleicher Jodgehalt des Produktes von rund 12° 
erhalten werden kann (Priiparat A,, Az, A,, Ag, Az, Ag) und 
dass dieser Jodgehalt zugleich der erreichbar hOchste ist. Sollen 
jedoch aus diesem Befund Sechliisse auf das Molekulargewicht 
des Serumalbumins gestattet sein, so muss der Nachweis ge- 
flirt werden, dass auch im Uebrigen die Zusammensetzung 
der gewonvenen Produkte die gleiche ist, und dass sie aus der 
Muttersubstanz, dem Serumalbumin, direkt, nicht erst durch 
einen Spaltungsvorgang hervorgehen: denn der maximale Jod- 
gehalt) kKonnte ebensowohl durch eine entsprechende  Jodaut- 
nahme seitens des ganzen Molekiils, wie bei geringerer. Jod- 
autnahme durch Abspaltung jodarmer Gruppen bedingt sein 











Kin Bhek auf die gefundenen Schwefelwerthe lehrt, dass 
eine. vOllige Identitéit der erhaltenen maximal jodirten Produkte 
nicht besteht. Hingegen lassen bet ihnen die Kohlenstoff und 
Stickstoffwerthe und ihr Verhiiltniss zu einander eine beachtens- 
werthe Cebereinstimmung erkennen. Aus der Betrachtung dieser 
heiden Momente liisst sich der Einfluss der einzelnen Reactions- 
hedingungen auf die endgiiltige Jodaufnahme am besten ent- 
nelimen. 

|. Einfluss der sauren Reaction. Wie F. Goldschmidt!) 
in sorgfiiltigen Versuchen ermittelt hat, ist) das krystallisirte 
Serumalbumin gegen Siiure relativ widerstandsfiihig. Ber 40° 
war eine Veriinderung desselben durch 3/16 Normatsalzsiiure 
in merklichem Maasse erst in 48 Stunden, durch '/: Normal- 
<alzsiiure in 16 Stunden erkennbar. Dabei war es keineswegs 
Acidalbumin, das als erstes Produkt der Siiturewirkung auftrat, 
-ondern eine kleine Menge primiirer und secundiirer Albumosen. 
Hingegen fiihrte '/is Normalsalzsiiure bei 95° schon in- einer 
Stunde zur Bildung von Acidalbumin, primiiren und secundiiren 
Albumosen. 

Die von mir analysirten Praparate lassen sich in Betretf 
der Reaction gruppiren: 1) in solche, wo die Reaction im Be- 
vinn neutral war, allméhlich aber in Folge der bildung von 
Jodwasserstoff sauer wurde (A,, Ay, As, Ay): 2) wo die Reaction 
durch Siiurezusatz von Anbeginn sauer erhalten wurde (A,, A,, 
A,, A, Ay): 3) wo durch Zusatz von Magnesiumearbonat fiir 
cine stetige Neutralisation der entstandenen Saure Sorge ge- 
tragen war (A,)). 

Nach dem eben angefiihrten Befunde von Goldschmidt wiire 
zu erwarten gewesen, dass bei den ersten 2 Gruppen neben dem 
Jodprodukt sich merkliche Mengen abgespaltener Albumosen 
in der Reactionsfliissigkeit finden liessen. Dies war aber nur 


1) Ueber die Einwirkung von Siiuren auf Eiweissstoffe, Disser- 
‘ation Strassburg 1898. Die Untersuchungen von Goldschmidt sind nach 
\bschluss meiner Versuche iiber Eiweissjodirung ausgefiihrt worden. 
lh konnte daher aus ihrem Ergebniss leider fiir meine Arbeit keinen 
Nutzen ziehen. Sie geben aber Anhaltspunkte fiir die Beurtheilung meiner 
Versuchsergebnisse. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, XXVI. 

















bei den im Wasserbad hergestellten Priiparaten der Fall, dilin- 
lich wie auch beim = Eiereiweiss (s. unten), wo die relatiy 
Resistenz des sonst leicht angreifbaren Eiweisskérpers noc, 
mehr auffillt. Es macht geradezu den Eindruck, dass die. ein- 
mal erfolgte Jodirung Schutz gegen die weitere Aufspaltune 
durch Siiture gewiahrt. Wenn bet ein- und mehrstiindigem Ep- 
hitzen auf 100° in der absichtlich sauer gemachten Loésune 
(Gruppe 2) Albumosen auftraten, so ist das tibrigens noch kein 
Beweiss dafiir, dass diese Abspaltung schon vor Eintritt des Jods 
stattgefunden hat. Da diese Albumosen, wo darauf geachte 
wurde, sich selbst als jodhaltig erwiesen, so blieb es fraglic. 
ob sie nicht einer nachtriiglichen Spaltung des bereits fertiyg 
jodirten Albumins entstammen. Es bleibt dann immer noch moe- 
lich, dass die vorgefundene Hauptmenge von jodirtem Eiweis- 
dem urspriinglichen unverkleinerten Molekiil entspricht. 

Dem widerspricht nur die Thatsache, dass die verschie- 
denen Jodprodukte in ihrem Schwefelgehalt| merkliche  Ab- 
weichungen unter einander und eine der Intensitit des chemi- 
schen Kingriffs nahezu proportionale Abnahme der Schwetel- 
werthe erkennen lassen. 

Somit erfihrt das urspriingliche Eiweissmolekitil selbst. bei 
iO -45° eine Veriinderung, die sich als Abgabe von Schwete! 
oder einer schwefelhaltigen Gruppe darstellt. Um» zu_ priifen. 
ob hier eine tiefergreifende Spaltung des Materials vorliegt, kann 
man als Kriterium das gegenseitige Verhiiltniss der Kohlenstoll- 
und Stickstoffatome heranziehen. Es ist sehr unwahrscheinlich, 
dass cine tiefergreifende Spaltung, d. i. eine Abspaltung irgend 
erosserer Complexe, dieses Verhiiltniss intact lassen sollte. 

In dieser Beziehung zeigen nun die analysirten Praparate 
A,, Ay. A, keine auffallende Abweichung von der Muttersubstanz. 
wohl aber Priiparat A, und A,,. 

Serumalbumin Priip. A, Ag A, A. A, 
(C : N-Relation 3,888 d811 8,855 38,878 3,729 3,761 

Man muss daher zuniichst annehmen, dass bei der Bildung 
der in saurer Loésung erhaltenen Priparate, wo keine Sire 
zugetiihrt wurde (Priiparat. A,—A,), oder diese nur kurze Zell 
einwirken konnte (Priiparat A, und A,), eine Abspaltung vou 
































Albumosen nicht oder nur in geringem Umfang eingetreten 

-ein konnte, und ist sonach berechtigt, die erhaltenen Korper 
| als Derivate eines, wenn auch nicht intacten, so doch nur 

wenig veriinderten Eiweissmolekiils anzusehen. Wird der Siiure- 

erad absichtlich gesteigert, wie im Priiparat 5, dann allerdings 
tritt eine Aenderung in dem C:N-Verhiiltniss ein. In diesem 
Fall erhilt man aber nicht, wie man erwarten kOnnte, jod- 
| reichere. sondern jodiirmere Produkte. 

Wie Blum und Vaubel und ich unabhiingig von ein- 
ander gefunden haben, gelingt die Jodirung auch bet neutraler 
oder schwach alkalischer Reaction. Blum und Vaubel glauben 
nur auf diesem Wege zu Jodderivaten des intacten Eiweissmolekiils 
velangen zu koOnnen. Meine Erfahrungen stehen damit nicht 
vanz im Einklang. Zwar wird der Schwefelgehalt, wie aus der 
Analyse des Priiparates A,, hervorgeht, nicht in dem Maasse 
veriindert. wie in derselben Zeit bet saurer Reaction: er geht 
nur auf 1.440, gegen 1,9°%/o des nativen Eiweisses, zuriick. 
Allein das C.: N-Verhiiltniss erfiihrt eine stiirkere Veriinderung, 
‘ls selbst bet Einhalten von miissig saurer Reaction ber 90-100" 
(3.7601 gegen 3.888 der Muttersubstanz). Es erfolgt hier sonach 
in geringem Umfange Abspaltung einer kohlenstoffreicheren, 
stickstoffiirmeren oder stickstofffreien Substanz. 

Il. Der Einfluss der erhohten Temperatur macht sich in 
beschleunigung der Jodaufnahme geltend, wie am besten daraus 
hervorgeht, dass bei 90—100° in einer Stunde ebensoviel Jod 
wufgenommen wurde, wie bei 40° in 4% 24 Stunden. Liingere 
Kinwirkung der Temperatur driickt in Folge secundiirer Vor- 
ginge den Jodgehalt des resultirenden Priiparats wieder herunter 
(Priparat A,). Dass sich bei saurer Reaction auch eine raschere 
Abnahme des Schwefelgehalts und auch merkliche Albumosen- 
bildung einstellen, ist bereits hervorgehoben worden. 

Ill. Der Einfluss der Digestionsdauer ist bei 40—50° wenig, 
ber V9—100° recht merklich. In beiden Fiillen hat die lingere 
Jodeinwirkung von einem gewissen Punkt ab (424 Stunden 
bei 40—)50° und 1 Stunde bei 9O—100°) keine Vermehrung, 
sondern eine, wenn auch geringe, Verminderung des Jodgehalts 
zur Folge. 
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Beziehung des Jodprodukts zur Muttersubstanz, 


Die Thatsache, dass trotz wechselnder Jodirungsbedingungey 
kein Jodprodukt erhalten wurde, in) dem = mit Sicherheit das 
Albuminmolekiil als ganz intact angenommen werden kann. 
zWwingt zu grosser Vorsicht) bei Verwerthung der analvtischen 
Ergebnisse fiir die Ermittelung des Molekulargewichts. Immoer- 
hin kann eine Betrachtung der einschliigigen Beziehungen nicht 
bei Seite gelassen werden, da, bet dem Fehlen irgend besserer 
Anhaltspunkte, die gefundenen Thatsachen fiir so lange, als 
nicht die Bestimmung des Molekulargewichts der Eiweissk6rper 
auf anderem, zuverliissigerem Wege gelingt, auf Werth Anspruct; 
erheben kénnen. Auch ist bet dem Umstand, dass das krystalli- 
sirte Serumalbumin ein relativ bestindiger Eiweisskorper ist, 
jedentalls viel bestiindiger als das krystallisirte Eieralbumin! 
oder das Hiimoglobin, vorliiufig wenig Aussicht, bei einem 
anderen Proteinkérper dem erstrebten Ziele naher zu kommen. 

Fiir das krystallisirte Serumalbumin legen sorgfiiltige 
Analysen von Giirber und Michel?), sowie von Fr. N. Schulz®), 
iiberdies genaue Schwefelbestimmungen von E. Middeldorf4) vor. 

Fir eine Berechnung des Molekulargewichts aus diesen 
Analysen ist massgebend, ob im Eiweissmolekiil ein oder mehrere 
Schwefelatome vorhanden sind, 

Kr. N. Schulz hat mit Hilfe eines sorgfaltig aus- 
gearbeiteten und an Stoffen bekannter Zusammensetzung  ge- 
priiften Verfahrens gezeigt, dass sich von den 1,9° 0 Schwetel 
durch Kochen mit Metalloxyden in alkalischer Losung unter 
Ausschluss secundiirer Oxydation 1,28°/o, also fast genau zwel 
Drittel, in Form von Sulfid abspalten lassen, woraus sich ergibt, 
dass im krystallisirten Serumalbumin 3 Atome Schwefel oder 
ein Multiplum davon enthalten sein miissen. 


1) Vergl. die einschliigigen Erfahrungen von F. Goldschmidt I. ¢ 

2) Verhandlungen d. Wiirzburger physik.-med. Ges, N. F. XXIX, 11¢ 

8) Zeitschrift f. physiol. Chemie XXV, 8. 29. 

4) Verhandlungen d. Wiirzburger physik.-med. Gesellschaft N. F- 
XXXII. Sep.-Abdr. 





Middeldorf hat bet jihnlicher Versuchsanordnune. 
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die nachtriiglhche Oxydation des bereits gebildeten Schwefelbleis nicht 


cusveschlossen war, die Menge des abspaltbaren Schwetels zu 1.113 be- 
awusy ; | 


stimint, 
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schwefelatome im krystallisirten Serumalbumin enthalten sind, er- 


eaben sich aus den Analysenzahlen die Formeln: Cy, Hyp .N5o5. 


() 


3 70 


oder CyygHy,9N4455,0j59, die vorliiufig als der kiirzeste Ausdruck 
der analytischen Resultate anzusehen sind. 


Versuch 


A 
9TOU 
S60 
812 
QQ) 


1120 


DUS 


t man auf Grund 


100,00 


I} 
Cay == 8064 
H... = 719 
isi 1610 
ie 102 
On == 2224 
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Michel Schulz Middeldort 
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der Formel A die Anzahl der 


eingetretenen Jodatome zu berechnen, so ergibt sich, dass auf 


OS N 51/2 Jod kommen, dass somit die Formel A-yverdoppelt, 


oder die Formel B > gewiihlt werden muss. 


Unter Riicksicht- 
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Gefunden : 


A, A 5 A F A 9 A, \ 
hiais y400 - 47.56 %/o —_— 47.57 — 47.98 47.75 
Hoog = 095 = 6,10 ,, ; 6.11 _ 6.51 6,09 
J “4 - 1507 >: 3390 .. 12.16 12.05 11.93 12,28 11.99 LLsv 
Nig — W224 = 1430 0 1456 1456 1462 1448 1487 My 
x 128 113, 1,60 113 0,93 0,86 1,10 
i - Y]]2 18.60. a 18.58 _ 18.14 18.70 _ 
11554 100,00. 190,00 100,00 100.00 


beim Vergleich dieser Zahlen mit Formel A oder b_ siel) 
man, dass die Jodirung des Serumalbumins sich nicht durch 
einfache Vertretung von 11H durch 11J vollzieht, sondern dass 
eine von der Intensitiit des Eingriffs abhingige Schwefelab- 
spaltung, tiberdies aber auch eine Abgabe von Sauerstoff und 
Wasserstolf erfolet. Da sich bet der Jodirung Jodwasserstoli 
bildet, erscheint zuniichst eine partielle Reduction des— Jod- 
produktes nicht ausgeschlossen. Da aber die gleiche Erscheinuny 
auch bet Jodirung in neutraler oder schwach alkalischer LOsung 
eintritt (Praparat A,,), so ist diese Erklarung nicht wahrschein- 
lich. Es kann sich daher nicht bloss um eine Sauerstoffabgabe 
handeln, sondern, wie auch aus den Wasserstoffwerthen wahr- 
scheinlich wird, um einen Wasserverlust. Méglicher Weise handel! 
es sich dabet um intramolekulare Condensationen. 

Soweit die Ergebnisse meiner Versuche ein Urtheil ge- 
statten, muss sonach das Molekulargewicht des krystallisirten 
Serumalbumins sehr hoch, zu 10,100—10,200 angenommen 
werden. Es entfernt sich dann nicht zu weit von jenem de- 
Oxvhiimoglobins, mit welchem das reine krystallisirte Serum- 
albumin manches in seinem molekularphysikalischen Verhalten, 
so die Léslichkeit in Wasser und die Fiihigkeit, aus  halb- 
gesiittigter: Ammonsulfatlbsung auszukrystallisiren, gemein fiat. 


VI. 
Versuche mit krystallisirtem Eieralbumin. 


Ueber die Jodirung des rohen Hiihnereiweisses liegen der- 
zeit mehrfache Angaben vor. Hofmeister fand nach +—>- 
stiindiger Jodirung bei 90—100° in saurer Lésung im Produk' 
7.06% 0. Blum und Vaubel bei Jodirung in Gegenwart vol 











Natriumbicarbonat 6—7°o, Hopkins und Pinkus bei ein- 
facher Jodzufahr (Temperatur 40°) 7,20, nach Losung mit 
Soda und Fiillung mit Siiure 628° 0 Jod. 

Da das rohe Hiihnereiweiss ein Gemenge mehrerer El- 
weisskOrper darstellt, so kOnnen diese Zahlen keinen Ausgangs- 
punkt fur Betrachtungen iiber die Molekulargrésse abgeben. 

Hofmeister hat bei Jodirung des krystallisirten kier- 
albumins bet sonst gleichem Verfahren ein Produkt mit 8.93°) 5 
Jod erhalten: es miissen sonach im = rohen Elereiweiss neben 
dem krystallisirten Albumin noch Eiweissstofle von geringerem 
Jodbindungsvermoégen vorhanden sein. Das Gleiche ergibt) sich 
bei Betrachtung der von Hopkins und Pinkus mitgetheilten 
Resultate tiber die Bromeinwirkung. Das Perbromid des rohen 
Kiweisses zeigte einen Gehalt) von im Mittel 14.91° 0 Brom, 
das entsprechende Produkt aus den ersten) Fractionen des 
krvstallisirten Albumins 15,29°/0, 16,48°/0, 15,67° 0, wihrend 
den in’ den Mutterlaugen verbleibenden Eiweisskérpern ein 
viel geringeres Bromaufnahmsvermogen zukam: 12,64°/0 und 
12.799 0 Brom. 

Da Hofmeister sein Jodeiweiss ber 9O—100° dargestellt 
hatte, so erschien es erwiinscht, seine Angaben durch bet 
(O—d)0" ausgetiihrte Versuche zu ergiinzen. 

Priiparat B, (Jod, Jodkalium, jodsaures Kalium; Temperatur 
40—50°, Digestionsdauer 5x24 Stunden). Ca. 3,5 krystallisirtes Eier- 
albumin, 4.5 gr. Jodkalium, 2 gr. Jod, O,L gr. Kaliumjodat, 250° cei. 
Wasser. Die Losung wurde unter hiiuligem Umschiitteln bet 40—50° stehen 
velassen. Der entstandene braune Niederschlag wurde abfiltrirt; das jod- 
reiche Filtrat gab mit gesiittigter Ammonsulfatljsung keine Fillung. Die 
Verarbeitung des Jodproduktes erfolgte wie beim Jodserumalbumin. 


if) 


Priparat B, (Jod, Jodkalium, Kaliumjodat; Temperatur 40—)0°, 
Dauer der Einwirkung 424 Stunden). Ca. 7 gr. krystallisirtes Eieralbumin, 
8.6 Kaliumjodid, 4,0 gr. Jod, 0.2 gr. Kaliumjodat, ca. 400 cem. Wasser. 
Die Mischung wird unter hiiufigem Schiitteln 4+ Tage bei 40—50° digerirt. 
Verarbeitung wie gewohnlich. Das Filtrat des gebildeten Jodalbumins 
sab mit gesittigter Ammonsulfatlbsung keine Fiillung. 

Priparat B, (Jod, Jodkalium, Kaliumjodat, Temperatur #0-—50°, 
Nauer der Digestion 624 Stunden). Ca. 20 gr. krystallisirtes Eieralbumin, 
“ gr. Jodkalium, 10 gr. Jod, 0,4 gr. Kaliumjodat, ca. 800 cem. Wasser. 
Die Mischung stand unter hiiufigem Schiitteln 6 Tage lang bei 40——-50° €. 
Iie iibrige Verarbeitung war die gewOhnliche. 
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Priparat By (Jodwasserstoff, Temperatur 49—50°, Dauer der Fi: 


wirkung 624 Stunden). Ca. 5 gr. krvystallisirtes Eieralbumin in 50 ce; 
Wasser gelOst: zur EFiweissl6sung wurden 125 cem. ca. 10° ciger Jy 
wasserstoffsiiure hinzugefiigt. Die Mischung stand 6 Tage bei 40—)0". Da, 
riltrat des erhaltenen Jodproduktes gab keinen Niederschlag mit 
siittigter Ammonsulfatlbsung. Die tibrige Verarbeitung des Produktes wa; 
die gleiche wie oben. 

Priiparat B.. Ca. 15,0 krystallisirtes Eieralbumin, 10,0 gr. Jo 
kalium, 7.0 er. Kaliumjodat, 2.95 er. concentrirter Schwefelsiiure, 400 cen 
Wasser. Die Berechnung, von welcher ich mich bei diesem Versuche leiten 
liess. war vollkommen analog jJener beim Versuch 5 (A,) mit krystallisirten 
Serumalbumin, Die concentrirte Schwefelsaéure war vorher mit 200 cern 
Wasser verdiinnt und wurde zur Albuminlésung zuletzt zugesetzt. Di 
Mischung stand unter Ofterem Umschiitteln 5 Tage ber 40—d0° C. Di 
weitere Behandlung des gefillten Jodproduktes war die gleiche wie in 
entsprechenden Versuch mit Serumalbumin (Versuch 5). Auch hier war 
der Ueberschuss an freiem Jod ein sehr grosser, so dass das Auswaschen 
des Niederschlages mit Wasser, Alkohol und Aether sehr lange Zeit er- 
forderte. 


Die erhaltenen Priiparate besassen die gleichen  Kigen- 
schaften wie das von Hofmeister dargestellte Jodalbumin: 
sie gaben die Biuret- und Molisch sche Probe, aber keine 
Reaction mit Millon’schem und Adamkiewicz schem Reagens. 

Mit Ausnahme des Priiparates B, gab das Jodeieralbumin 
keine Reaction auf leicht abspaltbaren Schwefel beim Kochen 
mit Bleiacetat in alkalischer Loésung. 

Die Resultate der Elementaranalyse unserer Jodeieralbumin- 
priiparate sind in der nachstehenden Tabelle ersichtlich gemacht. 








Priiparat b, b, b, 

ie ow J, BA, BIO, J, KJ, KJO, J, KJ, KJO, 

Temperatur . . M)— 90)" 4)—A0° 4KO—A0' 

Digestiondauer . 2 J 5 24 Stunden 4 24 Stunden 6X 24 Stunden 

Mittel Mittel | Mitte] 

——ee _ _ _ — | 49.27, 48.82 49.04 
a. a~-% - _— — _ 6.19, 6.36 6.27 
J... . .I8,84,8,16,8.28 $29 8 42 8421 851. 857 | 854 
ae 14,26 14.26 14.48 14,43] 14,61, 14.62) 14.1 
s - wel 1,33 1.33 33 | £52 























bit naw ) ) Hofmeisters 
| raparal By b. Jodalbumin 
ee HJ KJ, HJO,. HysO, J KJ, HJO,. HYSO, 
[emperatur . . M)—D0' HI—)U' GQ —10G° 
ivestionsdauer . 6° 24 Stunden DX 24 Stunden * Stunden 
Mittei Mitte] 
es sas — _ 49.88. 5018 50.08 47.92 
ere _ —_— 6,85, 6.76 G.80 6.60 
nf ee 0,42 | 5.4215.84, 5.94, 6,03) 5.94 & 05 
mS au 14.65 14.65] 15.01, 12,09 15,05 14.27 
S - — 1,26 
| 22.18 
(). “x — } — cnn f 21.00 











Vergleicht man die Zusammensetzung der erhaltenen Jod- 
produkte mit einander und mit jener von Hofmeister s Jodalbu- 
min unter den Gesichtspunkten, die beim Jodserumalbumin fest- 
eehalten wurden, so féllt auf, dass das krystallisirte Kieralbumin 
seinen Schwefel nicht einbiisst, dass somit die Abspaltung eines 
schwefelhaltigen Complexes hier nicht weiter in Frage kommt. 
Berechnet man ferner das C:N-Verhiiltniss, so ergibt es sich ftir 
Priip. B, B, Hofmeister’s Jodalbumin krystallisirtes Kieralbumin 
zu: 93,916 3,878 3,916 4.144. 

Hieraus folgt, dass die von Hofmeister beobachtete Ver- 
iinderung in dem Verhiiltniss von Kohlenstoff zu Stickstoff, 
die ihn zu der Annahme einer Abspaltung von Kohlenhydrat- 
eruppen bei der Bildung von Jodalbumin” veranlasste, auch 
bei 40-—50° eintritt: dabei niihert sich das C:N-Verhaltniss aut- 
fillig dem fiir krystallisirtes Serumalbumin ermittelten (3,888), 
was auch darin zum Ausdruck kommt, dass die oben entwickelte 
einfachste Formel des Serumalbumins, C,, Hs,.oN;.9;07), der- 
jenigen des Jodalbumins von Hofmeister, Cy,7H579,N..5,0,.. 
wuffallend nahe steht. 

Dass die von Hofmeister bei saurer Reaction und einer 
Digestionstemperatur von 90—100° beobachtete Abspaltung eines 
stickstofifreien oder stickstoffarmen Complexes auch schon bet 
(O0—d0° eintritt, ist) im Hinblick auf die Beobachtungen von 
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F. Goldschmidt, wonach das Eieralbumin von Siiuren ausser- 
ordentlich viel leichter angegriffen wird als das Serumalbumin. 
ganz verstiindlich. Es muss eher Wunder nehmen, dass dice 
Abspaltung nicht weiter geht. In dieser Richtung ist bemerkens- 
werth, dass ich in den Filtraten von den bei 40-50" dige- 
rirten) Proben keine abgespaltenen Albumosen  nachzuweisen 
vermochte.  Es_ stiitzt dies die Vermuthung, dass es sich 
zuniichst nur um eine Abspaltung von  Kohlenhydraten 
handelt. 

Wiihrend in dieser Richtung zwischen meinen Beobach- 
tungen und jenen Hofmeister’ s Uebereinstimmung herrscht, is! 
eine solche fiir die aufgenommene Jodmenge nicht vorhanden. 
Die erhaltenen Jodwerthe waren stets in den hier allein heran- 
zuziehenden Priiparaten b,,b,,B, merklich geringere, und diese 
Differenz erscheint noch grésser, wenn man bedenkt, dass Hof- 
meister s Priiparate einen merklich hoheren Sauerstoff- und 
Wasserstoffgehalt in Folge der bei 100° eingetretenen Wasser- 
aufnahme aufwiesen. Dennoch kann es sich nur um denselben 
Korper, wenngleich in einer anderen Jodirungs- und Hydratations- 
stufe, handeln. In der Zusammensetzung ist niimlich, vom Jod- 
und Wassergehalt abgesehen, kein Unterschied vorhanden. Hot- 
meister s Formel nimmt als Grundsubstanz des Jodalbumins 
einen Eiweisskorper C,,7H,,,N,.5,0,, an. Bringt man von dieser 
+ H,O in Abzug und nimmt eine Substitution durch 3,7 Jod- 
atome fiir Priiparat By, durch 2,5 Jodatome fiir Priiparat B, an, 
<o erhilt man zwischen Rechnung und Versuch geniigende 
lebereinstimmung. 


Priiparat B Priipairat C 
berechnet:  vefunden: berechnet: gefunden: 
( {8,92 4.14 50,29 90,05 
tH Hol 27 6,71 G80 
a 8.45 8 54 FSO 5 OF 
N 14,58 14,61 14.99 15,05 
5 52 g 

S 1,15 152 11 29-18 
() 20,41 20),22 20.97 

100.00 100,00 100.00 100,00 


Die wahrscheinlichste Deutung dieses Verhaltens ist woh! 
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zuniichst, dass in meinen Versuchen ber Brutwiirme die maxi- 
male Jodaufnahme nicht erreicht wurde. Da die Reaction in 
allen Versuchen zum Schlusse sauer war, so darf wohl die 
entstandene Jodwasserstoffsiiure als das die vollstiindige Jodirung 
hehindernde Moment aufgefasst werden. Diese Annahme tindet 
eipe weitere Stiitze darin, dass das bei absichtlich stark sauer 
vewiihlter Reaction erhaltene Produkt (Priiparat B,) einen Jod- 
vehalt aufweist, der kaum hoher ist, als er sich bei Kinwirkung 
von Jodwasserstoff ohne gleichzeitige Jodzugabe (Priiparat B,) 
einstellt. 

Ks wiire zu erwarten, dass bei steter Abstumpfung der 
Siiure mit Magnesiumearbonat sich ein hoheres Jodirungs- 
produkt erzielen lisst, eventuell bis zu dem von Hofmeister 
vefundenen Verhiiltniss: 4 Jodatome auf 58 Stickstoff- und 2 
Schwefelatome. Leider war es mir nicht mehr moéglich, meine 
(ntersuchung in dieser Richtung zu vervollstiindigen. Dass die 
Jodirung des krystallisirten Eieralbumins schwieriger zu einer 
maximalen gemacht werden kann als jene des krystallisirten 
Serumalbumins, steht aber ausser Zweifel. 

Trotz einzelner Liicken zeigen die vorgetiihrten Versuche, 
dass die Jodeinfiihrung bet gut individualisirten Eiweisskorpern 
erosse Verschiedenheiten zwischen ihnen hervortreten liisst, und 
die Aufnahmsfihigkeit fiir Halogene somit, wie auch Blum 
und Vaubel hervorheben, unter jene Momente aufzunehmen 
ist, welche eine chemische Charakterisirung der einzelnen 
Proteinstoffe gestatten. Dabei sind die bisher gefundenen 
Werthe, 9°/o Jod fiir reines Kieralbumin, 12 °/o Jod fiir Serum- 
albumin, sicher nicht die am weitesten auseinanderliegenden, 
denn, wie oben bemerkt, enthiilt das Roheiweiss des Hiihner- 
eles Proteinstoffe mit viel geringerem Bindungsvermégen (sicher 
unter 6,2 °/o Jodj, wihrend die Beobachtung von Blum 
und Vaubel, dass das nicht weiter gereinigte Myosin 11 bis 
[2°/o Jod aufnimmt, auf die Anwesenheit noch hoher jodirbarer 
Kiweisskorper im Muskelplasma schliessen_ liisst. 

Die Verwendung der Jodaufnahmsfihigkeit fir die Unter- 
<cheidung der Proteinstoffe wiirde sehr an Werth gewinnen, 
wenn sich sicherstellen liesse, von welchen Structureigenthiim- 
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lichkeiten der einzelnen Eiweissstoffe sie abhiingt. Daritiber miissey 


weitere Untersuchungen Aufklirung geben.’) Ich musste mich, 
im Hinblick auf die mir fiir Ausfithrung dieser Versuche zu- 
gemessene Zeit begniigen, die Bedingungen fiir die Gewinnune 


constant zusammengesetzter Produkte bei modglichstem Intact- 
bleiben des Eiweissmolekiils genauer festzustellen und so dic 
Grundlage fiir einen weiteren planmiissigen Abbau der Sul- 
stitutionsprodukte zu schafien. 


1) Solehe Untersuchungen sind im hiesigen Institut seit geraume: 
Zeit im Gang, 








Die Beziehungen der Wachsthumsgeschwindigkeit des Sauglings 
zur Zusammensetzung der Milch beim Kaninchen, bei der Katze 
und beim Hunde. 


Von 


Emil Abderhalden, Stud. med. 


(Aus dem Laboratorium des Herrn Prof. G. v. Bunge in Basel.) 


(Der Redaction zugegangen am 28. November 188.) 


I. Kaninchen. 


Die im hiesigen Laboratorium ausgefiihrte Arbeit tiber 
die «Beziehungen der Wachsthumsgeschwindigkeit des Siiug- 
lings zur Zusammensetzung der Milch bei verschiedenen Siiuge- 
thieren»1) suchte ich dahin zu ergiinzen, dass ich diese Be- 
ziehungen auch beim Kaninchen einer Priifung unterzog. Es 
gelang mir, von einem Kaninchen vom zweiten Tage nach der 
Geburt bis zur Gewichtsverdopplung der Jungen tiiglich ge- 
nugend Milch zur Gewichtsanalyse zu erhalten, und zwar wurde 
die Milch ohne Forcierung durch Streichen der Zitzen dem 
Thiere abgenommen. Zugleich wurden sowohl an diesem 
Wurfe, als an vier weiteren Wiirfen Wiigungen bis zur Ge- 
wichtsverdopplung ausgefiihrt. Es wurde jedesmal der ganze 
Wurf gewogen. 


1) Fr. Préscher, Die Beziehungen etc., diese Zeitschrift. Bd. XXIV, 
Heft 3, S. 285. 
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Die folgende Tabelle gibt) einen Ueberblick tiber dies: 
Analysen: 








L100 Gewichtstheile Milch enthalten: 
Datum der — Summe 
Melkung. Casein. | Albumin. — Fett. Zucke! 
Albumin. 
3. Mai 1898 . . . 7,97 1238 | 9,30 1449 234 
{Mai 1898 ...] 843 | 214 | 1057 | 1381 | 204 
yh. Mai 1898... 7,79 | 193 | 9,73 15.80 | 1.80 
6. Mai i898... ] 716 | 147 | 863 © 1850 | 242 
7. Mai 1898... | 855 | 272 | 11,27 17,13 | 1.58 
& Mai i898 2... |) 9410) B67) | 12.78 20.55 | 201 
G Mai 1898 ... 858 | 1,23 | 981 23.56 3.0 





Das Kaninchen warf am 2. Mai 1898 acht Junge, dieselben woven 
zusammen 480.0 er. 
Wiigung am 8. Mai ergab 535.0 


4 3 605.0 
. 7280) 
6. > 802.0) 
: ii 8640 
ee » 960.0 
>» XQ 3 » 1055.0 


Kis ergibt sich somit eine Zeit von sechs Tagen bis zur Gewichits- 
verdopplung. 


Das Mittel aus den Milchanalysen vom 3. bis 8. Mai ergibt: 


Casein 8.17 °o = dei 
Albumin 2.21%» f me Thee | 
Fett 16,71». 


Zucker 1.98 ° o. 


Der auffallend hohe Fettgehalt ist teleologisch sehr  er- 
klarlich, wenn man bedenkt, dass die Kaninchen vollkommen 
nackt geworfen werden und ausserdem wiihrend des grisste! 
Theils des Tages von ihrer Mutter getrennt sind: es muss der 
hohe Fettgehalt die starke Wiirmeabgabe ersetzen. 
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Analytische Belege. 
Mileh vom 3. Mat: 


3,9397 gr. Milch gaben U,88S89 gr. Casein und Fett. 


hieraus 0.5712 gr.1) Fett L440" » 
und 0.3140 gr. Casein == 7,97 
3.9397 gr. Milch gaben 0.0526 gr. Albumin = 1.33 ° ». 


Milch vom 4 Mati: 


4.9220 gr. Milch gaben 1.0966 er. Casein und Fett. 


hieraus O.680L gr. Fett — 13.81° 5 
und 0415+ er. Casein = 843° | 
4.9220 er. Milch gaben 0.1057 er. Albumin == 2,14" 


Mileh vom 5. Mat: 


t.1764 gr. Milch gaben 0.9937 gr. Casein und Fett. 


hieraus 0.6600 gr. Fett = 15,80° 5 
und 0.3255 gr. Casein = 7,79 °%/0. 
4.176% gr. Milch gaben O.O807 gr. Albumin == 1.93% 5. 


\Viileh vom 6 Mat: 


2.8696 gr. Milch gaben 0.7444 gr. Casein und Fett, 
a D ze 
» 


hieraus 0.5311 gr. Fett = 18,50°% » 
und 0.2055 gr. Casein = 7.16 °/o 
2.8696 gr. Milch gaben 0.0425 gr. Albumin = 1,47" ». 


Milch vom 7. Mat: 


7.3948 gr. Milch gaben 1.8905 gr. Casein und Fett, 


hieraus 1.2602 gr. Fett == 17.13", 
und 0.6290 gr. Casein == 855°" o 
7.3948 gr. Milch gaben 0,2007 gr. Albumin == 2,72” 


Milch vom &. Mai: 


2.8219 gr. Milch gaben O,8411 gr. Casein und Fett, 


hieraus Q.5801 gr. Fett = 20,55 ° 0 
und 0.2573 gr. Casein = 9,11° 0. 
2.8219 gr. Milch gaben 0,1038 gr. Albumin = 3,67 ° 0. 


Milch vom 9% Mal: 


1.5278 gr. Milch gaben 0.4932 gr. Casein und Fett. 


hieraus O3601 gr. Fett = 23.569 o 
und 01311 gr. Casein = 858” o 
1,5278 gr. Milch gaben 0,0189 gr. Albumin == 1,23° . 





1) Das Fett wurde aus dem Casein-Fett-Niederschlag im Soxhlet’schen 
Apparate wiihrend 2 & 24 Stunden mit Aether extrahiert. 
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Die Aschenbestimmung ergab folgendes Resultat: 


[. Am 23. Juni IS98 wurde einem Kaninchen, das am 15. Juni [Ss 
sechs Junge veworfen hatte, 6.1722 gr. Milch entnommen. Hieraus erga) 
sich nach dem Eindampfen und Gliihen 0.1521 gr. Aschenbestandtheile. 
Hieraus berechnet: 2.46 2/0 Aschenbestandthelle. 

ll. Am 25. Juni 1898 wurden dem gleichen Kaninchen wie oben 
0.2184 er. Milch entnommen. Es wurden 0,1252 gr. Aschenbestandtheile 
erhalten. Dies ergibt 2.40”. 

HI. Durch Addition der aus der Aschenanalyse1) der Kaninchen- 
inilch erhaltenen Zahlen ergeben sich nach Abzug des Sauerstoffiiquiva- 
lents des Chlors 2.50° 0 Aschenbestandtheile. 

lin Mittel ergibt sich aus diesen drei Bestimmungen: 

245°. Aschenbestandtheile. 


An vier weiteren Wiirfen ergaben die Wiigungen folgende 
“alien : 


Wurt vom 21. Miairz I[898. 7 Junge. 


Wigung am 21. Marz ergab 402.5 gr. 
24. > > DIS,O » 
23. » DRT.) > 
26.» >» = HYD,O» 
ee. > > 7460 » 

a > 812.0 


Es wurden zur Gewichtsverdopplung gebraucht 7 Tage. 


Wurf vom Abend des #4 April 1898 8 Junge. 


Wiigung am #5. April ergab 438.0 gr. 


a. >» 492.0 » 
9, >» > 6190» 
11. > > 7TH9O » 
Zz. > > RB4EO » 

» 3. > > ADO » 


Gebraucht zur Gewichtsverdopplung 7 '/: Tage. 
Wurf vom Abend des 6. April 1898. 6 Junge. 


Wiigung am 7. April ergab 434.0 gr. 


{), > > AZO » 
10. > > d7TD.O» 
12. > > 679.0 > 


1) Abderhalden, E., Die Beziehungen der Zusammensetzung 
der Asche des Sauglings zu derjenigen der Asche der Milch. Siehe 
folyende Arbeit: pag. 49%. 
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Wiigung am 13. April ergab 740.0 gr. 
» 14. RBS.» 
, , Ld. ‘ > Y21 0) 


Zur Gewichtsverdopplung wurden 7'2 Tage gebraucht. 
Wurf vom 27. September 1898. 8&8 Junge. 


w 


Wiigung am 27. September ergab 517,0 gr. 


28. DDO 
29. 6460 
30. ; 727.0 

1. Oktober 5 TROD 

2 RR4.0 > 

4 952.0 

b. 1035.0 

D. 1119.0 


Zur Gewichtsverdopplung wurden 7 Tage gebraucht. 
Aus allen fiinf Bestimmungen ergibt) sich im Mittel als 
Zeit fiir die Gewichtsverdopplung sieben Tage. 


II. Katze. 


Proéscher hat die Bestimmung der Zeit, welche bei der 
Katze vergeht, bis Gewichtsverdopplung eintritt, an einem. ein- 
zigen Jungen ausgefithrt; die iibrigen Thiere des Wurfes waren 
eleich nach der Geburt get6dtet worden. Es erschien mir 
fraglich, ob dieses eine Thier, welches viel giinstigeren Er- 
nihrungsverhiltnissen gegeniiber stand, als wenn = seine (Ge- 
~chwister sich in seine Nahrung getheilt hiitten, ebensoviel Tage 
bis zur Gewichtsverdopplung brauche, als ein ganzer Wurf,. 
Ich fiihrte deshalb an sechs Gesammtwiirfen Bestimmungen 
der Zeit der Gewichtsverdopplung aus. Dieselben gaben folgende 
Kesultate : 

Wurf vom 15. April [898 4 Junge. 


Wiigung am 15. April ergab 498.0 gr. 


Lk. > > 6605. » 
> » 19. > T2D0 » 
20.» » 793.0 
at. > 845.0 » 
, 22. » 901.0 
23, > GWdDO 
24. » » 1002.0 


Gewichtsverdopplung nach 9 Tagen. 
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Wurf von 


Wurtf 


Wiigung am 19 


15. Mai 


Wiigung am 16 


vom 2b. Juli 


L898, 


ISOS, 


Gewichtsverdopplung nach 91 


5 Junge. 


492 


17. 


7 Junge. 


Wiigune am 26 


27. 


. Juli 


28. 


oy. 


*\- 
“~~ 
— 
—_ 


*- * ®,6 © 
St es Nnuoo—_—_ — 


A\e 
~~ 


. August 


Wurf vom 18 April 1898 (Abends 7 Uhr). 


Tagen. 


. Mai ergab 


» 



































. April ergab 477.0 gr. 


D190 
685.0 
119,D 
0-4.0 
938, 0 


Qay () 


382.0 er. 
+21,0 
DD) 
S90) 
644.0 
692.0) 
TAA) 


TYLO 


Gewichtsverdopplung nach 10 "/2 Tagen. 


ergal 
RO0.0 
Qo) 
1000.0 


1125.0 
1225.0 
1325.0 
1400.0 

A790) 
1525.0 
1600.0 
1650.0 
1700.0 
1750.0 
1850,0 
1925.0 
ZOO 
2075.0 
22(0).0) 
2255.0 
2325.0 
2375.0 


2400.0 


t Junge. 


760.0. gr. 











Wiigung am 18. August ergab 2475.0 gr. 





19. 2A2Z50 
?(). 2600.0 
21. 2800.0 
24. 3020.0 
25. 3050.0 > 
rt 8150.0 


Nach 9 Tagen Gewichtsverdopplung. 


19142 Gewichtsverdreifachung. 
29 t/, Gewichtsvervierfachune. 
Wurf vom 25. Juli 1898 (Abends 8 Uhr). 5 Junge. 
Wagung am 26. Juli ergab 593.0 gr. 
ye 653.0 
28. > 7070 
29. 71 
30. R60 
31. 8DD0 
1. August > 864.0 
2. > > 897.0 
5 981.0) 
‘ 1012.0 
5. 1148.0 
> » 6. 1236.0 
yi 1338.0 
s. ; 1420.0 


Gewichtsverdopplung nach 10'/2 Tagen. 


Wurf vom 25. September 1898. 3 Junge. 


Wagung am 25. September ergab 368,0. gr. 


26. » 397.0 

27. » 492.0 

28. » 495.0 

29. > D370 

30. > » 590.0 

1. Oktober » 644,0 

3. 2 707.0 

4 > 770.0 

). 820.0 

» » 6. » » 8H7.0 


Gewichtsverdopplung nach 9'2 Tagen. 


Aus diesen sechs Bestimmungen ergibt sich im Mittel eine 
Zeit von 91/2 Tagen zur Gewichtsverdopplung. 
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Sowohl diese Bestimmungen als diejenigen bel den Ka- 
ninchen zeigen, dass die individuellen Schwankungen in der 
Zeit der Gewichtsverdopplung keine sehr grossen sind. bei der 
Katze ergeben sich folgende Schwankungen: 9, 94/2 und 101» 
Tage, beim Kaninchen: 6, 7 und 74/2 Tage. 

Auch bei der Katze versuchte ich von der Zeit der Ge- 
burt an bis zur Zeit der Gewichtsverdopplung die Milch zu 
analysiren. Allein der Versuch musste aufgegeben werden, 
weil die Thiere sich einer wiederholten Milchentnahme wider- 
setzten. Dagegen gelang es mir, von vier verschiedenen Katzen 
Milch zur Analyse zu erhalten. Die Analysen ergaben folgende 
Resultate : 

Katze l warf am 18. April 1898 4 Junge. Am 31. April wurde 
dieselbe gemolken. In 100 gr. Milch waren enthalten: 


(‘asein 3.79 gr.) Fiwe; ' 

=r fiweiss 7,09 er. 
Albumin 3.30 f — * 
Fett t49 


Zucker 4,79» 


Katze Il warf am 15. Mai 1898 3 Junge. Am 25. Mai wurde 


dieselbe gemolken. 100 gr. Milch enthielten: 


Casein 3,79 gr. er 
ar weiss 6,90 gr. 
Albumin 3.11 »  f ) 


) 
Fett tS» 
Zucker tO > 


Katze Ill warf am 15. April 1898 4 Junge. Am 28. April wurde 


dieselbe gemolken. In 100 gr. Milch waren enthalten: 
(lasein 3.69 gr. 
Albumin 3,29 » 
Fett +98 » 
Zucker t,71 » 


f Eiweiss 6,98 gr. 


Katze IV warf am 30. April 1898 4 Junge. Am LO. Mai wurde 


dieselbe gemolken. In 100 gr. Milch waren enthalten: 
(Casein 3.99 gr. 
Albumin 349 »  f 
Fett 76» 
Zucker +82 » 
Aus diesen vier Analysen ergibt sich folgendes Mittel: 
Casein 3,71 °%o 
Albumin 3,.29°%o f 
Fett 4.75 ° 0. 
Zucker 4,782. 


Eiweiss 7,08 gr. 


Eiweiss 7,00 °/o. 


#a 
he 
ie 
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A ’ Der Unterschied dieser Analysen mit derjenigen von 


vt \. Comaille?) ist jedenfalls auf die vollstiindigere Fett- 
er extraction zuriickzufiihren. Der Casein-Fettniederschlag wurde 


. | 224 Stunden mit Aether im Soxhlet’schen Apparate extrahirt. 
Die Bestimmung der Aschenbestandtheile ergab folgendes 


e Resultat : 
“UI aaa ; | oa , 
I. 4,2284 gr. Milch wurden am 4. Mai derjenigen Katze ent- 
1, nommen, welche am 15. April 4 Junge geworfen hatte. Die Einischerung 
a | ergab 0.0423 gr. Aschenbestandtheile — 1.00° » 
N 1. 5.3340 gr. Milech wurden am 6. Mai der obigen Katze ent- 
le nommen. Es ergaben sich 0.0554 gr. Aschenbestandtheile == 1,03° o. 
Im Mittel aus beiden Bestimmungen: 
le 1,02°). Aschenbestanadtheile. 
Analytische Belege. 
|. 6.2181 gr. Milch ergaben 0.5192 gr. Casein und Fett. 
Durch Extraction im Soxhlet erhalten 0.2798 gr. Fett = 4.49% 5 
Die Wagung des Caseins ergab (),2362 er. = 3,79°!o. 
™ 6.2181 gr. Milch ergaben 0.2052 gr. Albumin = 3,30° » 
Il. 5.4662 gr. Milch ergaben 0,4752 gr. Casein und Fett, 
hieraus 0,2625 gr. Fett = 4,800 
und 0.2077 gr. Casein = 3,79). 
5.4662 gr. Milch ergaben 0.1696 gr. Albumin = 3.10% ». 
te Hl. 8.1111 gr. Milch ergaben 0,7069 gr. Casein und Fett, 
hieraus 04046 gr. Fett = 4.98% 
und 0.3001 gr. Casein = 5.69° 0 
8.1111 gr. Milch ergaben 0,2675 gr. Albumin = 3.29%). 
IV. 4.2221 gr. Milch ergaben 0,3586 gr. Casein und Fett. 
hieraus 0.2012 gr. Fett = 4.76%» 
le und 0.1518 gr. Casein 3.59 %/o. 
4.2221 gr. Milch ergaben 0,1477 gr. Albumin 3.499 0, 
III. Hund. 


Am Hunde habe ich eine Bestimmung der Zeit bis zur 
Gewichtsverdopplung und drei Milchanalysen ausgefiihrt. Es 
wurden dabei folgende Resultate erhalten: 


1) A. Comaille, Comptes rend. LXII, p. 692, 1866. 














l Gewichtsbestimmuneg. 


Am 28 Oktober 1898 warf die Hiindin 3 Junge. 


Wiigung am 


28. Oktober 


ergab 678.0 er. 


29, 724,0 
30. 807.0 
31. > Q40.0 

1. November >» 4017,0 

2. > > 1095.0 

3. » ~=1140,0 

f. >» 12200 » 

dD. > > 1358.0 » 

6 > 1430.0 

rf 1489.0 

S. 1607.0 

2. > 1682.0 


(iebraucht zur Gewichtsverdopplung 8 Tage. 


Ill. Milehanalysen. 


|. Der obige Hund wurde am 7. November 1898 


Milch waren enthalten: 


(Casein 


Albumin 2 62 
Fett 11.50 
Milchzucker 3.26 
ll. Derselbe Hund wurde am 8. 
Milch enthielten: 
(Casein ADOT 
Albumin ? 62 
Fett 10.55 
Milehzuecker 3.20 


Ill. Der gleiche Hund ergab, am 11. November 1898 


Mileh: 
(‘asein 
Albumin 2.79 
Fett 12,89 
Milehzucker = 2.93 


gemolken. 


4,69 gr. 


7.51 gr. 


f Eiweiss 

> 

November 1898 gemolken. 
BY, 

: J Kiweiss 7,19 gr. 


t.60 gr. 


f Kiweiss 7,39 gr. 


> 


> 


Aus diesen drei Analysen ergibt sich im Mittel: 


| 


(Casein 4.62 °/o 7 

F aT ATCO D 0,, 
Mbumin Ree), § Seen eA. 
Fett 11.64». 


Milehzucker 





3.14° 0. 


LOO: 


104) 





vl 


gemolken, in LOO ¢ 











. 44081 
hieraus 
und 

4981 gr. 

Il. 13.5540 gr 
hieraus 
und 

13,5940 gr 

II. 9.5949 gr. 
hieraus 
und 


95949 gr. Milch ergaben 0.2679 er. 


7 


Analytische Belege. 


or. Milech ergaben 0O,7306 gr. 
(). 


(). 


. Milch ergaben 2.0536 er. 


0.6199 er, 
. Milch ergaben 0.3548 gr. Albumin = 2,62", 


Milch ergaben 1.6866 gr. 


Casein und 
D173 ver. Fett 
2114 gr. Casem 
Casein und 


4300 gr. Fett == 10,55 


Casein und 


2377 er. Fett 12.89 
O.4414 gr. Casein 4 


Fett, 
| 1.0 0 0 


, eae 
4.69 0. 


Milch ergaben 0.1179 er. Albumin = 2,62 °o, 


Fett, 


Casein = 4,57 °/o, 


Fett, 


Ho, 


Albumin 2.79 %/o. 





Die folgende Tabelle gibt eine Ergiinzung der in Bunge’s 


Lehrbuch’) enthaltenen Uebersicht tiber die Beziehungen der 


Wachsthumsgeschwindigkeit 


des Siiuglings 


Zur 


<etzung der Milch bei verschiedenen Siiugethieren. 


Zusammen- 





Species 


Zeit der 
Verdoppelung 
des Koérper- 


100 Theile Mileh enthalten: 


Kalk | Phosphor- 





gewichtes vom | Kiweiss | Asche | 
neugeborenen | | siiure 
Thiere 

Mensch ..... 180 Tage 1.6 (),2 0.0328 0.0473 
oo: ee HO » 2.0 04 0124 O151 
Rind ‘7 » ID 0.7 0,160 O197 
Biege «nee 19 » 4.3 O8 | 0210 0,322 
Schwein is » 5.9 | a 
~ 10» 6.5 0.9 | 0272 0.412 
SO Ql, 70 1.0 one - 
Cl 8 » 7.3 1.3 | O43 0.493 
Kaninchen .. [6 (im Mittel 7 Tgp = 10,4 24 OS914 0.9967 


1) G. Wa 


A\uflage 4. 





LXOR. S. 


sunge, 


I 18. 





Lehrbuch der 


physiol. | 


ind pathol. Chemie 








Die Beziehungen der Zusammensetzung der Asche des Saug- 
lings zu derjenigen der Asche der Milch. 


Von 


Emil Abderhalden, Stud. med. 


Aus dem Laboratorium des Herrn Prof. G. v. Bunge in Basel.) 
(Der Redaction zugegangen am 28, November 1898.) 


lm Jahre 18741) machte Herr Prof. G. v. Bunge auf die 
interessante Thatsache aufmerksam, dass das Verhiiltniss der 
verschiedenen anorganischen Stoffe zu einander in der Hunde- 
milch fast genau dasselbe ist wie im Gesammtorganismus des 
saugenden Hundes, wiihrend die quantitative Zusammensetzung 
der Blutasche eine total andere ist. Ich suchte nun zu ent- 
scheiden, ob dieses Gesetz auch fiir andere Thierspecies in 
Kraft bleibt. Es gelang mir, von einem Kaninehen geniigend 
Milch zu einer Aschenanalyse zu erhalten. Es wurde von einem 
Kaninchen, das am 5. Juni 1898 neun Junge geworfen hatte, von 
denen es am ersten Tage ftiinf sofort tOdtete, vom 24., 25.. 
26. und 27. Juni 1898 Milch gesammelt. Die Mileh wurde 
wiithrend des Sammelns auf dem Eise aufbewahrt und so ohne 
weiteren Zusatz vor dem Sauerwerden geschiitzt. 

Die Aschenanalyse ergab folgendes Resultat. 


100 Theile Kaninchenmilch enthalten: 


0.2516 gr. KO 0.0020 gr. FLO; 
OAMSO gr. Na, O 0.9966 gr P.O; 
OS8914 gr. CaO 0.1355 er. Cl. 


0.0552 er. MeO 
Analytische Belege. 
7.0967 er. Milch gaben OO#18 er. Ag Cl a 
= 0,0103 gr. Chlor = 0,1355 ° 


22.2126 er. Milch gaben 0.1716 gr. KCL + NaCl, 
daraus 0.2900 gr. KPtCl,. ) 


1) G. v. Bunge: Zeitschrift fiir Biologie. Bd. X, 1874. pag. 24. 
und Du Bois’ Archiv, 1886. S. 539. 














hieraus 0.0886 gr. KCL = 0.0550 gr. KLO 0.2516 ° » 
und 0.0830 gr. NaCl = 0.04640 gr. Na,O == 0.1980 ° » 
34.5520 gr. Milch gaben 0.0015 er. Fe, O,. P,O. 
= 0.0007 gr. Fe, O, 
und 0.0007 gr. PLO, 
= 0.0020 °o Fe, 0, 
und 9.0020 °'o PLO,. 
34,9920 gr. Milech gaben 0.3081 gr. CaO 
0.3081 gr. CaO gaben 0.7482 er. CaSO, = O.B080 gr. CaO 
Im Mittel: O.BO080 er. CaO O.S8914 ° o. 
34,5920 gr. Mileh gaben 0.0532 gr. Mg, P,O- 
- OO19L er. MeO = 0.0552 ° 
und 0,0340 gr. PLO, == O,0984 ° » 
34,5920 gr. Milch gaben 0.48435 gr. Mg, P,O- 
= 0.3097 gr. PLO; = 0.8963 ° o 
Gesammtphosphorsiure: 0.9967 ° 


Die folgende Tabelle gibt einen Ueberblick tiber die Be- 
zichungen zwischen den Aschenbestandtheilen des saugenden 
Thieres und denjenigen der Milch der Mutter. Der Aschen- 
gehalt des saugenden Kaninchens wurde von Prof. G. v. Bunge 
un zwel Thieren aus einem Wurf bestimmt. Bei der Ein- 
iischerung waren die Thiere zwei Wochen alt. 














100 Theile Asche] Saugendes | Kaninchen- | Kaninchen- | Kaninchen- 
enthalten: Kaninchen 1) milch blut2) blutserum2 
k,O 10,84 10.06 23.75 3,19 
Na,O 5.96 7.92 31.38 54.72 
CaO 35.02 35.69 0.81 1.42 
MeO 2.19 2.20 0.64 O56 
Fe, O, 0,25 0,08 6,93 
ro 41+ 39.86 11,11 2.98 
Cl 4,94 5,42 52.66 A783 
summe d. Aschen- 
bestandtheile 101,12 101,19 107,28 110,70 
Sauerstoff- 
‘aiquivalent des 
Chlors 1,12 1.19 7,28 10.70 
100,00 100.00 100.00 100.00) 














1) G. v. Bunge |. c. pag. 323. 
2) Abderhalden, Emil, Zur quantitativen vergleichenden Analyse 


des Blutes. Diese Zeitschrift, Band XXV, 8. 100. 1898 
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Kin Blick auf die vorliegende Tabelle zeigt, dass auch 
beim Kaninehen mit eclatanter Priicision das Gesetz zu Tag 


tritt, dass zwischen der Zusammensetzung der Asch 
des Siiuglings und derjenigen der Milch der Mutter 
Cebereinstimmung herrscht, dass dagegen die Zu- 
summensetzung der Asche der Milch vollstiindig unab- 
hiingig ist von derjenigen des Blutes und des Serums. 





























Zur Kenntniss der Bromproteinochrome. 
Von 


Dr. D. Kurajeff (aus St. Petersburg). 


Aus dem physiologisch-chemischen Institut zu Strassburg. Neue Folge. Nr. 16.) 


Der Redaction zugegangen am 7. December 1898 


Das von Tiedemann und Gmelin entdeckte Spaltungs- 
produkt der Eiweissstoffe, welches von Stadelmann?!) wegen 
-einer Fihigkeit, farbige Verbindungen zu liefern, als Proteino- 
chromogen bezeichnet worden ist, hat in jiingster Zeit dadurch 
aun Interesse gewonnen, dass Neneki daraus durch Schmelzen 
init Kali Pyrrol, Indol und Skatol gewinnen und hieraus, so- 
wie aus der Zusammensetzung auf seine Beziehungen zum 
Hiimatin einerseits, zu den schwefelreichen Melaninen anderer- 
<elts schhessen konnte. Von einer genaueren Kenntniss seiner 
chemischen Natur sind wir aber immer noch weit entfernt: 
nicht eimal seine empirische Zusammensetzung oder die seiner 
charakteristischen Chlor- und Bromderivate ist geniigend fest- 
vestellt. Stadelmann, dann Nenek1, zuletzt Nencki s Schiiler, 
beitler, haben das Brom- resp. das Chlorprodukt) analvysirt: 
die erhaltenen Zahlen gehen aber weit auseinander. Als Grund 
dieser Verschiedenheit kann den Angaben dieser Autoren ent- 
hommen werden, dass bei dem eingeschlagenen Darstellungs- 
verfahren nicht ein einheitlicher Korper, sondern ein Gemenge 


gM nth ar 


einander nahestehender Stoffe erhalten wird, welche sich wegen 
Schwerloslichkeit) und Unkrvstallisirbarkeit) von einander und 


1) Stadelmann, Zeitschrift fiir Biologie. Bd. XXVI. S. 491. i 
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von beigemengten fremden Stoffen offenbar nur schwierig trennen 


lassen. Die Beimischung solcher Verunreinigungen wird besonders 
dann leicht erfolgen, wenn die Abscheidung des Brom- ode 
Chlorproduktes aus einer an Albumosen reichen Mutterlauge er- 
folet. Es war daher der Versuch am Platze, die Darstellung diese 
Produkte aus Verdauungsl6sungen vorzunehmen, die von vorn- 
herein von Albumosen moeglichst befreit worden waren. 
Stadelmann entfernte die gelésten Eiweissstoffe durch 
Coagulation, liess Leucin und Tyrosin auskrystallisiren, fillte dann 
mit Brom und zog den Niederschlag mit 90°/oigem Alkohol aus. 
Nach dem Vertreiben des Alkohols blieb ein Riickstand, aus dem 
Stadelmann Priiparate von verschiedener Fiirbung und Zu- 
sammensetzung erhielt: eines von dunkelvioletter Farbe. in 
Aether léslich (6), ein anderes von gleicher Farbe, aber in 
Aether unléslich, in Alkohol l6slich (C), endlich ein drittes von 
brauner Farbe, in Alkohol schwer l6slich (D). Nencki!) ent- 
fernte ebenfalls das Eiweiss durch Kochen, faillte dann mi 
Dd’ oiger Quecksilberchloridlésung aus, wobei Xanthinbasen 
entfernt’ wurden, liess aus dem Filtrat das Tyrosin auskrystalli- 
siren und fiillte dann erst aus dem Filtrat das Bromprodukt aus. 
Dabei wurden Albumosen oder peptonartige Korper mitgefiillt. 
da dem Produkt nachtriglich ein Korper, der biuretreaction 
gab, entzogen werden konnte. Er fand, dass durch Bromzusatz 
zu der Verdauungsfliissigkeit zum Mindesten zwei verschiedene 
Korper gebildet werden, von denen der eine, mit rother Farbe 
lOsliche, der in geringerer Menge entstand, sich durch hohen 
Bromgehalt (27°/0) und geringen Schwefelgehalt (O0,5°/0) aus- 
zeichnete, wiihrend der andere, braungefiirbte weniger Brom 
(205° 0), dagegen bedeutend mehr Schwefel (2,2°/0) enthielt. 
Beitler,?) dessen Mittheilung erschien, als meine Ver- 
suche dem Abschlusse nahe waren, verfuhr auf zweierlei Art. 
Kinmal unterwarf er pancreatische Verdauungsfliissigkeit der 
Dialyse durch Pergamentpapier und fiillte das Dialysat mil 


1) Ber. d. d. chem. Ges., Bd. XXVIIE, S. 560. 
Beitler. Ber. d. d. chem. Ges., Bd. XXXI. 8. 1604. 
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(hlorwasser. Ber dem zweiten Verfahren wurde die enteiweisste 


Fliissigkeit nach dem Erkalten direkt) mit Chlorwasser  gefiillt. 
Beitler wihlte diese Versuchsanordnung, als die Versuche, 
durch Fillungsmittel die Albumosen und Peptone zu entfernen, 
an der Zersetzlichkeit der Muttersubstanz gescheitert) waren. 
Die erhaltenen Produkte erwiesen sich etwa einem = Chlor- 
derivate des Koérpers CyH,, .N,,03,;5 entsprechend zusammen- 
vesetzt. Durch Behandlung mit Tannin und Bleiacetat) wurden 
daraus schwefelarme, aber nicht constant zusammengesetzte 
Produkte erhalten, welche Beitler als Zersetzungsprodukte 
der zuerst erhaltenen Substanz auffasst. 

Meiner auf Veranlassung von Herrn Professor Hof- 
meister begonnenen Untersuchung lag der Gedanke zu Grunde, 
die Verunreinigung des Bromkoérpers mit Eiweiss und Albu- 
mosen dadurch einzuschriinken, dass die mit Brom zu_fiillende 
Fliissigkeit vorher mit Ammonsulfat voéllig ausgesalzen wurde. 
Es ist unnodthig, zu bemerken, dass dieses Vorgehen keine Zer- 
~etzung des Chromogens zur Folge hat. Immerhin bleiben auch 
nach dem Aussalzen der Albumosen Peptone in der Verdauungs- 
lliissigkeit gelOst. Es zeigte sich aber, dass eine nachweisbare 
Verunreinigung der gewonnenen Produkte durch  dieselben 
nicht erfolgt. 

Die Versuche blieben wegen meines Weggangs von Strass- 
burg unabgeschlossen; da aber die HResultate in mehrfacher 
Hinsicht die bisherigen Erfahrungen ergiinzen und_ kiinftigen 
Untersuchern ihre Aufgabe erleichtern diirften, so sei es mir 
vestattet, sie trotz ihres fragmentarischen Charakters in Kiirze 
mitzutheilen. 


II. Darstellungsverfahron. 

Ich habe nur zwei Darstellungsversuche bis zur Analyse 
der erhaltenen Produkte durchgefiihrt; da sie in vielen Kinzel- 
heiten von einander abweichen, so seien sie hier naher mit- 
vetheilt. 

Versuch |. 3910 gr. feinzerhackte und midglichst von Fett 
befreite Pancreasdriisen (20 Stiick) wurden mit & Litern destillirten 
Wassers gemischt und bei Zimmertemperatur unter haufigem Umriihren 
stehen gelassen. Zur Verhiitung von Fiiulniss waren 50 ccm. Chloro- 
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form zugesetzt. Nach dreitégigem Stehen wurde die Fliissigkeit coli. 


zum Sieden erhitzt. das coagulirte Eiweiss abfiltrirt und das Filtrat |. 
bd—60° auf die Hilfte seines Volumens eingedainpft. Beim Abkiihlen und 
Stehen schied sich aus der Fliissigkeit eine ziemlich grosse Menge yor 
Tvrosin und Leucin aus. welche abfiltrirt wurde, darauf wurde di 
Fliissigkeit mit Ammonsulfat gesiittigs und nach 24 Stunden abermal- 
filtrirt, um die ausgeschiedenen Albumosen zu entfernen. Das salz- 
vestittigte Filtrat gab beim Ansiiuern mit Schwefel- oder Essigsiiure kein 
Triibung, war somit fret von durch Salz und saéure fillbaren Albumose), 
Ks wurde aufs Neue bei 60—70° eingedampft. dann 24 Stunden de 
Ruhe iiberlassen und von dem neuerdings ausgeschiedenen Leuein uni 
Tyrosin abfiltrirt. Die so auf ein Kleines Volumen gebrachte klar 
Fliissigkeit liess durch die Biuretreaction die Anwesenheit von Peptonen 
erkennen. Die Fliissigkeit wurde allmihlch mit dem 2'efachen Volumen 
fast vesiittigten Bromwassers versetzt, wobei sich ein sch6n rothviolette: 
Niederschlag bildete. der nach 24stiindigem Stehen abfiltrirt wurde. Ein 
weiferer vorsichtiger Zusatz von Bromwasser zum Filtrat gab keine rotly 
Fiillung, wohl aber entstand beim Versetzen mit einer grésseren Quantitii! 
Bbromwasser allmiihlich ein dunkelbrauner Niederschlag. Der abfiltrirt: 
violette Niederschlag wurde mit destillirtem Wasser bis zum vollstiindigen 
Verschwinden der Biuretreaction und der Schwefelsiiure ausgewaschen. 
darauf mit 80°. igem Alkohol ausgezogen, wobei ein bedeutender The 

der rothvioletten Substanz in Lésung ging. Der alkoholische Aus- 
zug, bei 40° verdunstet, liess einen Koérper zuriick, der unter den 
Mikroskop gleichmissig aus kleinen Kérnchen bestand, Der in 80° o igen 
Weingeist unlésliche Riickstand wurde in ganz schwachem Ammoniak ge- 
lost und darauf durch Essigsiiure gefallt, wobei ein dunkelbrauner Nieder- 
schlag erhalten wurde, der bei der Behandlung mit 95°/oigem Alkohol an 
diesen anscheinend nur den violetten Stoff abgab. Die aus dem 8&0” o igen 
Alkohol erhaltene violette Substanz wurde nach Verdunsten des Alkohols zu- 
niichst auf dem Filter mit 20°/oigem Weingeist ausgewaschen, wobeli zuers! 
ein dunkelbraunes, schliesslich aber ein schwachviolettes Filtrat erhalten 
wurde, dann mit 95° cigem Alkohol aufgenommen, wobei sich der grésste 
Theil derselben mit rother, ins Violette spielender Farbe liste. Diese: 
erste alkoholische Auszug wurde bei einer Temperatur von 40—50" ( 

verdunstet, der Riickstand bei 106° C. getrocknet und. soregfiiltig mi! 
Petrolither extrahirt. in welchem er sich als véllig unléslich erwies. De: 
so gereinigte Kérper lost sich vollkommen in 95 °’oigem Alkohol mi! 
schén rother, ins Violette spielender Farbe auf. Er wurde bei 106° © 
bis zum constanten Gewicht getrocknet und in dieser Form zur Analys' 
verwanat rother Korper 1). Die Ausbeute betrug O.8 gr. 


Der zweite und der dritte Auszug mit 95°/oigem Alkohol aus de: 


violetten Substanz zeigten eine blauviolette Firbung, die sich scharf von de 
rothen Farbe des ersten Auszugs unterschied. Sie wurden vereinigt w 
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ebenso verarbeitet wie der erste Auszug. Sie ergaben eine Substanz in 


ceringer Menge, die in der Folge zu verschiedenen Proben, sowie zur Be- 
stimmung des Broms verwandt wurde (== der blauviolette Kérper Nr. 1 

Das Filtrat nach der Fillung der violetten Substanz mit Brom- 
wasser wurde vorsichtig direkt mit Brom behandelt. wobei sich ein Anfangs 
celbbrauner, allmihlich beim sStehen schwarzbraun werdender Nieder- 
schlag bildete. Der Niederschlag wurde abfiltrirt, mit Wasser gewaschen, 
darauf in sehr verdiinntem Ammoniak gelést, die dunkelbraune Lésung 
mit Essigsiure gefillt, der entstandene Niederschlag so lange mit Wasser 
ausvewaschen, bis das Filtrat nicht mehr sauer reagirte. keine Reaction 
auf Ammonsulfat. auf freies Brom und auch keine Biuretreaction met 
darbot. Beim Waschen mit Wasser gine ein ziemlicher Antheil des 
dunkelbraunen Korpers in Lésung, desgleichen bei der einmaligen Be- 
handlung mit 95°/oigem Alkohol, in dem sich ebenfalls recht viel von der 
Substanz liste. Schliesslich wurde der Kérper bei 106° getrocknet und 
darauf sorefiiltig mit Aether extrahirt. in welchem er vollstiindig unlés- 
lich ist. Das gliinzend schwarze Priiparat wurde bei 106° bis zum = con- 
stanten Gewicht gvetrocknet und in dieser Gestalt zur Analyse verwandl. 
Ks resultirten ca. 1,8 gr. (= der schwarze Korper). 

Versuch Il. In diesem Versuch gelangten 4200) er. fein- 
zerhacktes, von Fett befreites Pancreas (30 Stiick) zur Verwendung. Die 
breiartige Masse wurde mit 3 Litern destillirten Wassers und 50 cem. 
Chloroform gemischt und 3 X 24 Stunden bei Zimmertemperatur unter 
hiiufigem Umriithren der Digestion iiberlassen.') Die weitere Verarbeitung 
war zuniichst analog der im ersten Versuch beschriebenen. Der bei vor- 
sichtigem Bromzusatz erhaltene Niederschlag. die violette Substanz, wurde 
zuniichst mit Wasser ausgewaschen, darauf dreimal mit sehr verdiinntem 
Ammoniak behandelt. Die ammoniakalischen Ausziige wurden mit Essig- 
siure gefillt, die Niederschlige von dem braunen Filtrat getrennt. dann 
zusammen in sehr verdiinntem Ammoniak gelést und wiederum mit 
Kssigsiiure ausgefillt und neuerdings mit Wasser ausgewaschen, bis das 
Filtrat neutral reagirte und keine Reactionen auf Ammonsulfat, Pepton 
u.s. w. gab. Darauf wurde mit Amylalkohol extrahirt. Ein bedeutender 
Theil der Substanz ging mit rother, einen leichten Stich ins Violette 
zeigender Farbe in Lésung. Dieser erste Auszug wurde bei 40° ver- 
dunstet, der Riickstand bei 106° getrocknet, vollstiindig mit Aether aus- 
gewaschen, bei 106° auf constantes Gewicht gebracht und analysirt (== der 
rothe Kérper Nr. 2). Nach dem Trocknen bei 106° liste sich der Kérper 
in Alkohol mit derselben Fiirbung wie friiher. Die weiteren Extractionen 
des Riickstandes mit Amylalkohol geben mehr violette (blauviolette 
Lisungen bei verhiiltnissmiissig geringer Ausbeute. Die vierte und fiinfte 





1) Dabei wurde eine viel gréssere Menge Tyrosin erhalten als itn 
ersten Versuche. 


saa repigriocns.' 
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Extraction des Bromniederschiags mit leicht verdiinntem Ammoniak erga}, 
beim Ansiiuern mit Essigsiiure bereits rein violette Niederschlige un 
die Filtrate waren nur noch leicht gelblich, nicht mehr braun, wie be; 
den vorher beschriebenen drei ersten Ausziigen. Diese Niedersechliicr 
wurden vereint mit Wasser vollstiindig ausgewaschen, mit 939° oigem A}- 
kohol extrahirt, der alkoholische Auszug bei 40° verdunstet und genau so 
behandelt wie beim ersten Versuch. Es wurde eine geringe Menge neue: 
Substanz gewonnen, deren alkoholische Lisung jener des blauvioletten 
Korpers Nr. 1 hoéchst dihniich war, nur etwas weniger blau (= der blau- 
violette Kérper Nr. 2). 


III. Eigenschaften der erhaltenen Bromprodukte. 

In Wasser l6st sich der rothe Korper sehr wenig, der 
schwarze Korper ist) dagegen léslicher. In sehr verdiinnter 
Ammoniakfliissigkeit und Kalilauge l6sen sich beide  Brom- 
produkte und werden durch Essigsiiture dem Anscheine nach 
In unveriindertem Zustande wieder abgeschieden. 

In 95° oigem Alkohol lost sich der rothe Koérper leicht, 
der schwarze Korper bedeutend schwerer. In 20°/oigem Alkoho! 
lost sich der schwarze Korper viel leichter als der rothe. 
Methylalkohol verhiilt) sich beiden K6rpern gegeniiber  voll- 
kommen analog dem Aethylalkohol. 

In Aether und Chloroform ist der rothe Korper nur sehr 
wenig, der schwarze gar nicht l6slich. Petroliither lost keine 
der beiden Substanzen. 

In Eisessig sind beide Verbindungen léslich und werden 
durch Wasser wieder abgeschieden. In verdiinnter Essigsiiure 
sowie in Salzsiiure sind beide Substanzen auch beim Kochen 
vollstiindig unl6éslich. 

Von Amylalkohol wird der rothe Kérper leicht gelést und 
bleibt beim Verdunsten der Lésung bei 40° in unveréandertem 
Zustande zuriick; der schwarze Kérper ist scheinbar in diesem 


Losungsmittel ganz unloslich. 

Der schwarze Koérper diffundirt nur sehr Jangsam durch 
Pergamentpapier und kann in Folge dessen sehr gut von Salzen 
und anderen leicht diffundirenden Stoffen (Peptonen) mittels! 
Dialyse getrennt werden. 

Silbernitrat. gibt) in den alkalischen Lésungen — beider 
Korper Niederschliige unter Entfiirbung der Fliissigkeit. Bem 
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Ansiiuern mit Essigsiiure lost sich die Fiilllung theilweise wieder 


auf und es erscheint ein feinflockiger Niederschlag des schein- 
bar unverinderten Bromproduktes. 

Weder der rothe noch der schwarze Koérper gibt) beim 
Kochen mit Bleiacetat in alkalischer Losung Reaction auf leicht 
abspaltbaren Schwefel. Die Untersuchung auf gepaarte Schwetel- 
siure durch Kochen mit verdiinnter Salzsiiture und Chlorbaryvum 
ergab in beiden Substanzen negative Resultate, doch wurde das 
Vorhandensein) von Schwefel ino beiden Fiillen sichergestellt. 

beim Zusammenschmelzen mit Kali wird die Bildung von 
lndol und Skatol (iibereinstimmend mit Neneki)!) und Ab- 
<paltung von Ammoniak beobachtet. 

Beide Korper l6sen sich in’ der Kiilte in) coneentrirter 
Schwefelsiture mit’ dunkelbrauner Farbe: beim Hinzufiigen) von 
viel Wasser entsteht ein flockiger Niederschlag durch Abscheidung 
der schemmbar unverainderten) Bromprodukte. 

Der rothe Kérper lést sich bei langsamem Erwiirmen in 
cleichen Theilen concentrirter Schwefelsiiure und Salpetersiiure, 
wober die Fliissigkeit sich gelbbraun fiirbt: beim Erkalten bildet 
~ich ein gelblichbrauner Niedersehlag: beim Schiitteln mit Aether 
himmet letzterer gelbe Fiirbune an, die durch Zusatz von Am- 
monlak noch intensiver wird. 

Beim Verbrennen auf dem Platinblech entwickeln beide 
horper emen eigenthiimlichen) Geruch (an Skatol und Indol 
erinnernd) und hinterlassen schwer verbrenntiche Kohle. 

Die Analysen der Bromprodukte ergaben folgende Resultate: 


der rothe Kérper der schwarze Koérper 

Nr. | Nr. 2 
( ‘9.7 I 0.07 (45,27 (5.0% im Mittel 45,15°/o 
iI 3,29 37 | H 82,96 2.86 2,91 
Br 24.89 2746 Br 27,23 27,233 
N 10.67 — N 10,32 10.32 
> — 1.27 S 0.90 : (0) 
() () — 13.49 
Asche Spuren. 


der blauviolette Korper Nr. | der blauviolette Kérper Nr. 2 


br BDA 0 Br 32.12%) 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift { physiol. Chemie. NAVE. 
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Die Bestimmung des Broms geschah nach Volhard,!) die Be- 
stimmung des Stickstoffs nach Kjeldahl, die des Schwefels nach de 
von Diiring?) empfohlenen Methode von Asboth. Die Verbrennune 
wurde mit Kapferoxyd, Bleichromat und vorgelegter Silberspirale aus. 
gefiihrt: die Substanz war mit feingekérntem Kupferoxyd gemischt. 


IV. 
Die mitgetheilten analytischen Werthe lassen an sich, 


mehr noch bet Zusammenhalten mit den von Stadelmann. 


Nencki und Beitler gefundenen, einige Momente hervortreten. 


die fiir die Weitterfiihrung einschliigiger Untersuchungen Be- 


achtung verdienen. 
Nachstehend stelle ich diese Daten zusammen. 
























Stadelmann Nencki Kurajeff. 
rother )rau- Tpother Korper | schwar-|  blauviolette: 
Piviparat C D 4 Be dae ae mer Tx, agg zer | Korper 
| Korpet Korper Nr. 1) Nr.2 | Korper | Nr. 1 Nr. 2 
', dun- | brau- ee roth | blauyiolett 
Harhe kel- ner sehr schon }raun| mit violettem | braun- | blau- mit 
der Lisung J violett als © | dunkelviolett ] roth Strich — /SChwarz) violet jothen tus 
| | | | | 
Es DASt AR L2 0 — | — | 46,74) 47,56) 49.71) 50,07) 45,15 | — — 
i 4,45) 5,09) — | ~- 3,70) 3,08 3,25) 3,74, 2,91] — _ 
ar 23.16) 19,77 35.17) 31,84 27.25) 20,56 24,89) 27,46) 27,23 | 34,54) 32,12 
+ | | led | _ nt | P . | 
N 10,06) 11,92) — | — | 851) 7,94/10,67; — | 10,32) — 
n ‘ weal ‘ - 
e 2.95) 310) 2,62) 2,85) O51) 2.23) — | 1,27 0,90; — | — 
() 8,03) 12,00) -- | — | 14,89) 18,08) — — | 1349) — 
| | | | 








Zur Vervollstiindigung dieser Zusammenstellung sei be- 
merkt, dass das Chlorprotemochrom Beitler’s auf den 
entsprechenden Bromgehalt: nach Beitler’s Formel C,, H,,, Cl, 
N,, 95,5 umgerechnet 49,4 °/o Kohlenstoff, 12,6°/o Stickstofl 
und 10,3 °/o Brom. verlangt. 

Aus dem Vergleiche dieser Zahlen lisst sich entnehmen: 

1. Bei Bromeinwirkung auf von Albumosen durch Aus- 
salzen befreite tryptische Verdauungslésung erhiilt man Brom- 
verbindungen von nicht weniger als 24°/o Brom. Ein dem 
beitler schen Chlorproteinochrom — entsprechendes — Brom- 


1) Liebig’s Annalen. 190. 40. 
2) Zeitsehr. f. physiol. Chem. Bd. XXII, S. 281, 
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produkt scheint sich nicht zu bilden, oder es ist’ die Mutter- 
substanz desselben, das betreffende Chromogen, durch Ammon- 
sulfat: aussalzbar. 

2. Die aus albumosentreier Fliissigkeit) gefillten Brom- 
produkte weisen nicht den hohen Schwelelgehalt’ von 2—5 °/o 
auf, den Stadelmann in allen seinen Produkten, Nencki 
liir den braunen Korper gefunden hat. 

Wenn bereits Nencki fiir den rothen Korper die Ver- 
muthung ausspricht, dass der Schwefel einer Beimengung an- 
gchort, so mochte ich das fiir alle meine Priiparate annehmen. 

Im Eiweissmolekiil ist die Anwesenheit einer schwefel- 
reichen Gruppe sicher nachgewiesen. Erst in’ jiingster Zeit 
haben Blum und Vaubel bei Spaltung von Eiweiss mit Alkali 
einen nach Senfol riechenden) Korper mit) ca. 4 °/o Schwefel 
erhalten. Dass auch bet Pancreasverdauung schwetlelreiche 
Produkte entstehen, wird sehr wahrscheinlich durch die An- 
gaben von EK. und KR. Kiilz,!) welche bei Pancreasfiiulniss 
einen schwefelhaltigen Koérper von dem Verhalten des Cystins 
wuffanden. Die Vermuthung, dass es sich bet dem Schwefel- 
vehalt der Bromproteinochrome um cine Verunreinigung handelt, 
wird auch dadurch gestiitzt, dass die Untersuchung meines 
schwarzen Korpers einen geringeren Schwefelgehalt ergab, als 
jene des rothen Korpers, gerade umgekehrt als bei Nenck1, 
der in dem rothen Kérper nur 0,51 °/o, dagegen in dem braunen 
2,23 °/o Schwelel fand. 

3. Wie schon Stadelmann bemerkt, entstehen durch 
bromfiillung mehrere Verbindungen, die sich durch ihre Farbe 
unterscheiden. Stadelmann versucht es nicht, diese einzelnen 
Verbindungen zu charakterisiren, und gibt nur an, dass die 
erhaltenen Priiparate, je réther sie sind, um so mehr Brom 
enthalten, je brauner, um so weniger. Nencki hat dann, wie 
erwiahnt, einen braunen, bromarmen, aber schwefelreichen und 
cinen rothen, schwefelarmen, aber bromreicheren Korper unter- 
schieden. 

Ich muss auf Grund meiner Erfahrungen die Existenz 


1) Zeitschr. f. Biologie. 27, 415. 
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mindestens von dret solchen) Bromkoérpern, ganz abgeseher 
von weiteren Bromprodukten, welche etwa aus der nicht aus- 
gesalzenen Verdauungslosung zu erhalten sind, annehmen, 
wobei zugleich die Beobachtungen Stadelmann s. ihre Er- 
kliirung finden. Es sind dies: 

a) Kin blauvioletter Korper mit sehr hohem Bromgechalt. 
Derselbe stellt die Hauptmenge des oben analysirten blau 
violetlen Kérpers, sowie von Stadelmann’s Praparaten Bb. 
und By, dar, von denen Stadelmann bemerkt, dass sie sehr 
dunkelviolett gefiirbt waren. Ich habe die L6sungen dieses 
Korpers umsomehr blau gefunden, je reiner er war. Da weder 
meine noch Stadelmann’s) Priiparate vollig rein) gewesen 
sein. diirften, so ist’ der Bromgehalt| mit) mindestens 35° o 
wnzunehmen, 

Leider entsteht dieses Produkt unter den Proteinochromen 
in der geringsten Menge, so dass ich weitere Versuche zu 
seiner Charakterisirung nicht anstellen konnte. 

b) Kin in Alkohol mit rother Farbe l6slicher K6rper, in 
Acther unléslich, mit einem Gehalt von elwa 27°/o Brom, der 
wohl dem = rothen Korper von Nenecki (27,25°/0 Brom) und 
dem Priiparat CG von Stadelmann (23,16°/o Brom) entspricht 

¢) Kin in Alkohol mit’ brauner Farbe l6slicher, in Aether 
unloslicher Korper, welcher mit dem Priiparat D von Stadel- 
mann und dem braunen Korper von Nencki zusammenzu- 
stellen ist. Neneki und Stadelmann haben den Bromgehat! 
dieser Produkte niedriger gefunden, als den des rothen Korpers. 
Ich konnte dies fiir meine Priiparate nicht finden. Das besser 
vereinigle Priiparat des rothen Korpers (Nr. 2) zeigle den 
eleichen Bromgehalt, wie der durch Losen in Ammoniak und 
Killen mit) Essigsiiure erhaltene braune Korper. Auch der 
Stickstoffgehalt der beiden Priiparate weicht nicht zu weil vou 
einander ab, wohl aber in auffallender Weise der Kohlenstoll- 
echalt. 

Kregibt) sich das Verhiiltniss an Kohlenstoff-,  Stickstol! 
und Wasserstoffatomen im rothen Korper mit rund th: 22%) 
so berechnet es sich fir den braunen Korper aufetwa LO: 2:5 


Diese Zahlen deuten ber dem annithernden Gleichbleibe: 
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des Brom- und Stickstoffgehalts daraut hin, dass der rothe 
Bromkorper sich vom schwarzen etwa derart unterscheidet, 
dass er je eine CH,-Gruppe (= 15) mehr, dagegen je cine 
QH-Gruppe (= 17) weniger enthalt, wobei der Procentgehalt 
an Brom und Stickstofi keine wesentliche Verschiedenhei 
zeigen kann. 

In einem ganz iihnlichen Verhiltniss zu einander stehen 
(ibrigens auch Stadelmann’s dunkelviolettes Priaparat C und 
das braune Priiparat D. Ersteres zeigt ein Verhiiltniss der 
Kohlenstoff- und Stickstoffatome von 11,8: 2, letzteres von 9,4: 2. 

Der blauviolette und der rothe Bromkérper fallen, wie 
schon aus der Farbe des Niederschlags hervorgeht, ber Brom- 
gusalz zuerst und zwar neben einander aus. Bei fractionirter 
Bromeinwirkung kénnen sie dementsprechend von dem spiiter 
wusfallenden  schwarzen Korper getrennt erhalten werden. 
Moéglicher Weise wird bet Bromzusatz das Chromogen des rothen 
Korpers zum Theil oxyvdirt und liefert dann das) schwarze 
Produkt. 

Kine weitere Verfolgung dieser Bezichungen  verbietet 
sich im Hinblick auf die ungeniigende Reinheit: der zu er- 
hallenden Praparate. Ich will nur bemerken, dass die vor- 
liufige Berechnung der Analysen zu Formeln fiihrt, welche 
einigermaassen auf 2 Stickstoffatome centhaltende Indolderivate 
Passen. 

V. 

lm Anschluss an das Gesagte moéchte ich kurz cine Beobachtung 
antithren, die auf die Entstehung des Proteinochromogens aus den bet 
der Pancreasverdauung entstehenden Albumosen eimiges Licht wuirft. 

Mit Wasser gut ausgewaschenes Fibrin wurde mit einer Trypsin- 
losung, welche an sich weder Biuretreaction gab, noch sich mit Brom 
firbte, 2% Stunden bei 40° digerirt, wobei es rasch in Losung ging. 
lhe Fliissigkeit wurde nach beendeter Verdauung aufgekocht, vom EKiweiss- 
coagulum abfiltrirt und auf das halbe Volumen eingedampft. Sie gab mit 
brom cine sehr schéne Reaction. Darauf wurden nach der Methode von 
K.P. Piek4) durch Fiillung mit Ammonsulfat 3 Fractionen entsprechend 
den priméiren und secundiiren Albumosen dargestellt und gereinigt. Sie 
entsprachen in ihren Reactionen den von Pick dargestellten Albutmosen 


1) Zeitsehr. f. physiol. Chemie, Bd. XXIV. S. 246. 





und wurden behufs weiterer Verdauung neuerdings der Einwirkupg vou 


Trypsinlosung tberlassen. Dabei ergab es sich, dass der durch halbe 
Sittigung der urspriinglichen Fliissigkeit mit) Ammonsulfat erhalten 
Niederschlag schon nach zweitiigiger Digestion eine starke Rothfarbung mi! 
Brom gab; ebenso die secundare Albumose A, erhalten durch ?/s Sittigane 
mit Ammonsulfat nach dreitaigiger Digestion. Die 3. Fraction (die secundiire 
Albumose B), erhalten durch Sattigung des Filtrates mit Ammonsulfat, 
gal hingegen in keinem Zeitpunkte der zwoOlftagigen Digestion di 
Charakteristische Farbung mit Bromwasser. 

Auf Grund dieser Beobachtungen liegt es nahe, anzunehmen, dass 
dice chromogene Gruppe des Albuminmolekiils sich bereits im Stadium 
der Albumosenbildung und zwar vor Bildung der secundiiren Albumose 1 
abspaltet. Kiihne!l) fand, dass der Bromkérper bet Trypsinverdauuny 
nur aus Kérpern der Hemigruppe erhalten wird, nicht aber aus Anti- 
albumose, welche ja auch unfihig ist, unter Einfluss des) Trypsins 
Tyrosin abzuspalten. Ob die durch Trypsin erhaltene Deuteroalbumose Bh. 
die mir keine Bromreaction gab, eine Albumose der Antigruppe darstellt, 
ist noch weiter zu untersuchen. Jedenfalls verdient die interessante 
Frage, in welchem Stadium der tryptischen Verainderung des Albumin- 
molekiils die Abspaltung der chromogenen Gruppe erfolgt, ein” ein- 
vehenderes Studium. 


1) Zeitschr. f. Biologie, Bd. XIX, 5. 159 u. XX, S. IL, 1883 u. L&s¢. 














Zur Kenntniss des Chemismus der peptischen und tryptischen 
Verdauung der Eiweissstoffe. 
Von 


D. Lawrow. 


Aus dem physiol.-chem. Laboratorium der St. Petersburger militér-arztl Akademie.) 


(Der Redaction zugegangen am & December 1598.) 


Im Laufe meiner Untersuchungen!) tiber den Abbau der 
Kiweisskorper durch das Pepsin und Trypsin bin ich beziiglich 
der Verdauungsprodukte, welche durch die Einwirkung der 
cenannten Fermente auf die EiweisskOrper entstehen, zu einer 
Keihe von Resultaten gelangt, welche ein allgemeineres Interesse 
beanspruchen. 

A. Verdauungsversuche mit Pepsin. 

Versuch I|. 2 kg. mit Wasser gewaschenes, abgepresstes 
Fibrin wurden mit 6 Liter 0,5°/oiger Salzsiiure +- 2 Liter kiinst- 
lichen dialysirten Magensaftes 4 Tage bei 40—45° C. gehalten. 
Der Magensaft, absichtlich schwach wirkend genommen, ent- 
hielt 0,61°/o ‘Trockensubstanz. Die erhaltene, durch Fliess- 
papier filtrirte Lésung gab ungefiihr 600 gr. bei Zimmertempe- 
ratur getrockneten Neutralisationsniederschlag und ungefihr 
[0 gr. durch Ammoniumsulfat nach der Methode von 
W. Kiihne und R. Chittenden ausscheidbarer, bei LOQ—105° 
vetrockneter Verdauungsprodukte. Die Untersuchung der mit 
Thierkohle entfiirbten, durch Ammoniumsulfat unféillbaren Ver- 


1) D. Lawrow, Zur Frage nach dem Chemismus der peptischen 
und tryptischen Verdauung der Eiweissstoffe. Inaug.-Diss. Petersburg 1897 
tussisch). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXVI. 
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dauungsprodukte zeigte, dass dieselben die Adamkiewicz sche. 


Pettenkofer sche!) und Liebermann sche?) Reaction nicht. 
die Nanthoproteinreaction sehr schwach gaben. 

Versuch IL Gut) gewaschenes und— stark abgepresstes 
Fibrin (etwa 2 kg.) wurde unter 4 Liter 96° oigem = Alkoho! 
eine Woche gehalten, bei 70—s80°C, getrocknet, fein pulverisirt. 
dann mit 95°,oigem kochenden Alkohol, endlich mit kochendem 
Acther so lange extrahirt, bis der letztere nichts mehr auszog. 
Das auf angegebene Weise behandelte Fibrin wurde mit 
) Liter O,5°/olger Salzsiure und 4,5 Liter kiinstlichen dialysirten 
Magensattes unter Zusatz von 15 gr. Thymol bei 40—45° C. so 
lange stehen gelassen (ca. 3 Wochen), bis eine neutralisirte 
Probe mit’ Ferrocvankalium und Essigsiure keine Fiillung mel 
gab. Der benutzte Magensaft enthielt 0,15°/o organische Substanz 
und O° o Salzsiture. Die durch Fliesspapier filtrirte Losune 
wurde so lange mit Aether ausgeschiittelt, als derselbe etwas 
aufnahin. Den itherischen Ausziigen wurde Wasser zugesetzi. 
aus dem Gemenge wurde der Aether entfernt, die erhaltene 
wiisserige Losung mit’ Thierkohle entfiirbt und concentrirt. Dic 
Losung der Verdauungsprodukte wurde nach dem Extrahiren 
mit Aether elwas eingedickt, gegen Congo (wiisserige LOsung 
genau neutralisirt, von dem sehr unbedeutenden Neutralisations- 
niederschlage abgetrennt und mit’ Ammoniumsulfat nach der 
Methode von Kithne und Chittenden behandelt. Sowohl dic 
Losung der durch Ammoniumsulfat) niedergeschlagenen, vom 
genannten Reagens befreiten Substanzen, als auch die Loésung 
der durch Ammoniumsulfat) unfiillbaren Verdauungsprodukte 
wurden eingedickt, durch Alkohol und Aether bei 0° CG. in 6 
Fraktionen gefallt. Darauf wurde das specifische Drehung-- 
vermogen der verschiedenen Fractionen ermittelt. 

A. Die durch Ammoniumsulfat niedergeschlagenen Ver- 
dauungsprodukte lenkten das polarisirte Licht ab: | 


1. Z. } t. 5. 6. Losung 
— 49° =n 8 5° ~ 499 a i — 54° omme ae 


1) 1). h. Rothfarbung mit Schwefelsiure und Rohrzucker. 
2) D. h. blaurothe Farbung bei schwachem Erwiarmen mit ¢on- 


centrirter Salzsiure. 
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b. Die durch Ammoniumsulfat unfiillbaren Verdauungs- 
produkte lenkten das polarisirte Licht ab: 


1. 2. 3. 4, Dd. 6. Losung. 


—905 — 26° — 32° — 35.5? = — 95° 


Bei der Untersuchung dieser zw6lf Lésungen und der 
Losung der durch Aether extrahirten Substanzen fand ich unter 
Anderem Folgendes. 

Alle diese Lisungen gaben die Reactionen von Lieber- 
mann, Adamkiewicz und Pettenkofer nicht mehr; die 
Xanthoproteinreaction war sehr schwach. 

Bei der 5. und 6. Lésung der zweiten Gruppe der Ver- 
dauungsprodukte blieb ausserdem auch die Millon’sche Reaction 
aus. 

Die Lésungen der ersten Gruppe der Tabelie gaben keine 
Fiillungsreaction mit Ferrocyankalium und Essigsiiure. 

Die Loésung der durch Aether extrahirten Substanzen 
zeligte gar keine Biuretreaction und keine Fiillungsreaction 
mit Ammoniumsulfat, dagegen Millon’sche-,!) Xanthoprotein- 
reaction und Fiillungsreactionen mit den Alkaloidreagentien. 

Versuch Ill. 12 kg. der frischen, sorgfiltig gewaschenen und 
vom Schleim und Fettgewebe befreiten Schweinemiigen wurden 
mit 85 Litern 0,6°/oiger Salzsiiture unter Zusatz von 175 ccm. 
Chloroform und Thymol ungefiihr zwei Monate bei 40—45°C. 
eehalten. Die zu verdauende Lésung zeigte ununterbrochen 
deutliche Reaction auf freie Salzsiiure und bewahrte den eigen- 
artigen Geruch nach Chloroform. Die Verdauung vollzog sich 
so energisch, dass eine nach 4 Wochen genommene Probe 
der neutralisirten LoOsung nur einen ganz kleinen Niederschlag 
beim Siittigen mit Ammoniumsulfat gab. Die LoOsung bewahrte 
bis zum Ende die Fiihigkeiten zu verdauen im héchsten Grade: 
denn eine nach zwei Monaten genommene Probe léste ein 
etwa gleiches Volumen des in 0,5°/oiger Salzsiiure gequollenen 


1) Diese Reaction kann nicht etwa auf Thymol bezogen werden, 
da dasselbe beim Eindampfen der Lésung schon vollstindig verfliichtigt 
war. Die Reaction des Thymols mit Millon’s Reagens verliuft iibrigens 
auch anders, wie die der Eiweisskérper und ihrer Derivate. 
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Fibrins wihrend 8—10 Minuten. Die durch Fliesspapier filtrirte. 
vollkommen klare, bis zum Verschwinden der Reaction auf 
freie Salzsiiure neutralisirte Losung wurde auf dem Wasser- 
bade eingedickt. Beim Abkiihlen erstarrte sie zum_ krystalli- 
nischen Brei. Der abgetrennte, mit Fliesspapier sehr sorgfiiltig 
abgepresste, bei Zimmertemperatur getrocknete krystallinische 
Niederschlag wog ungefihr 1,5 kg. und war nicht mehr 
hygroskopisch. Das Filtrat von diesem Niederschlage gab beim 
weiteren EKindampfen noch einen starken krystallinischen Nieder- 
schlag. Der mit Alkohol durchgewaschene krystallinische Nieder- 
schlag bestand fast vollkommen aus Kugeln und Knollen yon 
Leucin; er zeigte keine Millon’sche Reaction. Das Filtrat von 
den Krystallen leferte beim Behandeln mit Ammoniumsulfat 
einen ganz kleinen Niederschlag. Das Filtrat von letzterem 
Niederschlage wurde vom Ammoniumsulfat befreit und durch 
Alkohol und Aether in 7 Fractionen getheilt. Die Untersuchung 
der mit) Thierkohle  entfiirbten Losungen ergab  folgendes 
Resultat. 

Nur die zwei ersten Lésungen zeigten die Biuretreaction. 

Den Substanzen, welche die Biuretreaction gaben, fehlten 
alle anderen Farbenreactionen der echten Eiweisskorper. 

Die Substanzen, bei denen die Biuretreaction ausblieh, 
zeigten die Millon sche Reaction. 

Alle diese Lé6sungen gaben keine Fiillungsreactionen mil 
Ammoniumsulfat und mit Ferrocyankalium nach Ansiiuern mil 
Essigsiiure, dagegen gaben sie die Reactionen mit den Alkaloid- 
reagentien. 

Versuch IV. In einem weiteren Versuch mit peptischen 
Verdauungsprodukten benutzte ich 400 gr. Witte’s Pepton. 
Dieselben wurden im Wasser zum dicken Syrup  geldst. Die 
Losung, mit Salzsiiure angesiiuert (ohne dass jedoch die Reaction 
auf freie Salzsiiure eintrat), wurde mit 3 Volumen 95°/o igen 
Alkohols gemischt, bei —- 12° bis — 15°C. ungefiihr 24' Stunden 
stehen gelassen und darauf bei der angegebenen Temperatur 
filtrirt. Das Filtrat) wurde mit Wasser verdiinnt, zur Aus- 
treibung von Alkohol gekocht, wieder eingedickt und mii 
Ammoniumsulfat) bei S0—85°C, gesiittigt. Die ausgesalzenc 











Substanz wurde durch Losen im Wasser und durch Fiillen mit 
Ammoniumsulfat zweimal gereinigt. Ihre wiisserige, stark con- 
centrirte, vom genannten Salze befreite Lésung wurde durch 
Alkohol und Aether bei O0°C. in 4 Fractionen getheilt. Die 
wiisserigen L6Osungen der drei erhaltenen Niederschliige und 
das Filtrat vom dritten Niederschlage wurden gekocht, mit 
Thierkohle entfirbt und concentrirt. Das specifische Drehungs- 
vermégen der drei ersten Lésungen wurde zu — 63° bis — 67° 
bestimmt, das der vierten zu — 51°. 

Die Untersuchung dieser LoOsungen zeigte unter Anderem 
Folgendes: Die drei ersten Lésungen zeigten alle Farben- 
reactionen der echten Eiweisskérper, sie wurden mit Natrium- 
chlorid und Essigsiiure, Ammoniumsulfat und allen Alkaloid- 
reagentien gefiillt, aber nicht mit Ferrocyankalium und Essig- 
siiure: die Substanzen dieser Loésungen enthielten keinen un- 
oxvdirten Schwefel. 

Die vierte Losung gab dieselben Fiillungsreactionen, wie 
die ersten, doch fehlten ihr die Liebermann’sche, Adam- 
kiewicz sche und Pettenkofersche Reactionen. 

Schlussfolgerungen aus diesen Versuchen. 

In Versuch I—III liess ich Pepsin von ungleicher Stirke, 
wiihrend verschiedener Zeitdauer auf Eiweissstoffe einwirken. 

Es ergibt sich aus Versuch I, dass auch bei schwacher 
peptischer Verdauung schon Substanzen entstehen, die durch 
Ammoniumsulfat nicht mehr aussalzbar sind; diesen Pro- 
dukten fehlt immer eine Reihe von Farbenreactionen, die dem 
echten Eiweiss zukommen. 

Versuch II lehrt, dass bei einer langdauernden, ziemlich 
intensiven Verdauung Substanzen entstehen, welche sich durch 
Aether ausschiitteln lassen. Diesen Koérpern fehlt die Biuret- 
reaction vollkommen. Beziiglich der Reactionen dieser Kérper 
verweilse ich auf Seite 515. 

Ferner lassen sich, wie meine Versuche ergeben, aus den 
bei intensiver Verdauung entstehenden Verdauungsgemischen 
Korper isoliren, die durch Ammoniumsulfat fiillbar sind, denen 
aber eine Reihe von Farbenreactionen der echten Eiweiss- 
korper verloren gegangen ist und die sich unter einander durch 
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ihr specifisches Drehungsvermoégen unterscheiden lassen.!) Endlich 
lassen sich solche Kérper nachweisen, die durch Ammoniumsulfat 
unfiillbar sind, eine Reihe Farbenreactionen der echten Eiweiss- 
korper nicht mehr besitzen und unter einander verschiedene 
specifische Drehung zeigen.?) Das Gemenge dieser Korper 
bildet wohl hauptsiichlich das «Amphopepton» Kiihne’s. Ver- 
such Tlf endlich zwingt zu der Schlussfolgerung, dass bei einer 
sehr langdauernden und sehr intensiven peptischen Verdauung 
Kérper entstehen, die alle Farbenreactionen bis auf die Biuret- 
reaction verloren haben. Ausserdem bilden sich dabei K6rper, 
die keine Biuretreaction, dagegen die Fiillungsreactionen mit 
den Alkaloidreagentien zeigen, und weiterhin” krystallinische 
Spaltungsprodukte in nicht unbetrichtlicher Menge. Die letzten 
Substanzen sind allerdings wohl zum Theil bereits in den Ge- 
weben der Magen priiformirt vorhanden gewesen, in der Haupt- 
menge jedoch erst wihrend der Verdauung entstanden. 

Versuch IV bezweckte hauptsiichlich die ITsolirung des 
Peptons von A. Danilewsky, das die drei ersten durch 
Alkohol und Aether erzielbaren Fractionen_ bildete. 


B. Verdauungsversuche mit Trypsin. 

Versuch V. 2,5 kg. gewaschenes Fibrin blieben mit 
2 Litern 0,5°/oigen kohlensauren Natrons und 1. Liter des 
kiinstlichen, dialvsirten pancreatischen Saftes, welcher 0,5° » 
kohlensaures Natron enthielt, unter Zusatz von 15 gr. Thymol 
ungefiihr 2 Wochen bei 40—45° C. stehen. Der pancreatische 
Saft enthielt 0,23°/o getrocknete organische Substanz und 
0,1°/o Asche. Die erhaltene Lésung wurde filtrirt und mit 
Phosphorwolframsiiure in Gegenwart von Schwefelsiiure (his 
zu 5°/o) niedergeschlagen. Der Niederschlag wurde mit 5° oiger 
Schwefelsiiture ausgewaschen und mit Barytoxydhydrat zerlegt. 
Die von Barythvdrat durch Schwefelsiiure befreite und bis ziti 
syruposen Consistenz eingedickte Lésung wurde durch Fallung 


1) In meinem Versuche II handelte es sich wahrscheinlich um ein 
Gemenge von zwei Koérpern. 

2) In meinem Versuch II handelte es sich wahrscheinlich um ein 
Gemenge von vier Kérpern. 
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mit Alkohol und Aether bei etwa 6° C. in vier Fractionen 
vetheilt. Die Untersuchung dieser durch Thierkohle entfirbten 
Portionen erwies Folgendes. 

Die drei ersten Lésungen zeigten Biuretreaction, die 
vierte dagegen gab dieselbe nicht mehr. Alle diese Losungen 
gaben die Adamkiewicz sche, Pettenkofersche, Lieber- 
mannsche und Millon sche Reaction gar nicht, die Nantho- 
proteinreaction war sehr schwach. Alle Losungen gaben bei 
der Sittigung entweder mit Ammoniumsulfat oder mit) Chlor- 
natrium und mit Ferrocvankalium und Essigsiiure keine Nieder- 
<chlige, dagegen mit den Alkaloidreagentien starke Fiillungs- 
reactionen. 

Versuch VI. 2 ke. des frischen Pancreas wurden mit 
3 Litern O,5° oigen kohlensauren Natrons unter Zusatz von 
Thymol bet 35—40° C. ungefiihr 3 Tage digerirt. Die filtrirte 
Losung, welche starke Biuretreaction zeigte, wurde unter Zusatz 
von Thymol etwa zwei Monate bei 40—45° C. digerirt, dann 
eingedickt, vom krystallinischen Niederschlage befreit: und mit 
Thierkohle entfirbt. Die erhaltene, stark concentrirte Losung 
zeigte keine Biuretreaction. 

Schlussfolgerungen. Versuch V_ lehrt, dass eine 
Losung der Produkte einer tryptischen Verdauung von Eiweiss- 
stoffen, welche durch Phosphorwolframsiiure und Schwefelsiure 
fillbar, jedoch durch Ammoniumsulfat nicht faillbar ist, ein 
(remenge darstellt. Dasselbe enthilt sogar Substanzen, die 
keine Biuretreaction mehr zeigen. 

Versuch VI endlich zeigt die Méglichkeit durch energische 
Trypsinwirkung die Proteinkérper vollig zu zersetzen. 

Hedin hat bekanntlich aus den pancreatischen Ver- 
dauungsprodukten Lysin isolirt.?) 

Fr. Kutscher hat zuerst darauf aufmerksam gemacht, 
dass der Phosphorwolframsiiureniederschlag des Antipeptons 
hauptsiichlich aus den Hexonbasen?) besteht. %) 


1) Du Bois-Reymond’s Archiv, Jahrgang 1891, S. 248—278. 
2) A. Kossel, Diese Zeitschrift, Bd. XXV, 8S. 165-189. 
3) Diese Zeitschrift, Bd. XXV.S. 195-201: id. Bd. XXVIS. 110—122. 











— 590 — 


L. Morochowetz erreichte mit einem dem meinen iihn- 
lichen Verfahren dieselben Erfolge wie ich mit Versuch VI. 


C. Wirkung des Labferments. 

Versuch VII. A. Danilewsky hat gefunden, dass das 
Labferment die wisserigen Losungen einiger Produkte der 
peptischen oder tryptischen Verdauung der Eiweisskorper 
coagulirt, indem es in denselben einen Niederschlag hervor- 
ruft, welcher die Eigenschaften der coagulirten  Protein- 
substanzen besitzt. Diese Wirkung des Labferments wurde 
von B. Okuneff auf Veranlassung von A. Danilewsky zuerst 
ausfiihrlicher untersucht.?) Ich habe die Untersuchung dieser 
Wirkung des Labferments auf die Produkte der peptischen und 
tryptischen Verdauung, welche sich nicht mit Ammoniumsulfat 
nach der Methode von Kithne und Chittenden fiillen lassen, 
ausgedehnt. Ich benutzte entweder den Revalschen Lab- 
fermentauszug, oder eine wiisserige Lésung von Witte’s oder 
Gritbler’s Labferment. Dabei ergab sich, dass die wiisserigen 
4 —8°/oigen, entweder amphoter, oder sauer, oder schwacli 
alkalisch reagirenden Losungen der letztgenannten Substanzen. 
mit Labferment gemischt, bet 40—45° C. unveriindert blieben. 

Unter den gleichen Bedingungen reagirten die wiisserigen 
Losungen des Peptons von A. Danilewsky und dieselben von 
Witte’s Pepton stark. 


D. Wirkung des trockenen Erhitzens. 

Versuch VIL Es ist seit lange bekannt, dass die ver- 
schiedenen Verdauungsprodukte beim Trocknen bis zum con- 
stanten Gewicht eine Art Dehydratation erfahren. 

Fiir die folgenden Versuche benutzte ich zuniichst wiisse- 
rige Loésungen des Peptons von A. Danilewsky, die sauer 
reagirten, aber keine freie Salzsiiure enthielten. 

Versuch VIII& Die wiisserige Lésung des Peptons von 


1) L. Morochowetz, Die Gesetze der Verdauung, 1881, russisch. 
2) Inaug.-Dissert., russisch, 1896; Maly’s Jahresb. d. Thierchemic 
Bd. XXV, 8. 291. («Die Bedeutung des Labferments {des Chymosins 
bei den Assimilationsprocessen des Organismus», vorlaufige Mittheilung. 











A. Danilewsky wurde auf dem Wasserbade eingedampft und 
im doppelwandigen, mit Wasser = gefiillten Trockenschrank 
8 Wochen bei 100° C. bis zum constanten Gewicht getrocknet. 
Die auf diese Weise getrocknete Substanz loste sich in kaltem 
Wasser vollkommen, aber diese Loésung gab die Fiillungs- 
reactionen mit Salpetersiure, Kupfersulfat, Ferrocvankalium und 
Essigsiiure, wahrend das Ausgangsmaterial diese Reactionen 
natiirlich nicht zeigte. 

Versuch VIIl>. Die wiisserige Lésung des Peptons von 
A. Danilewsky wurde auf dem Wasserbade eingedampft; die 
i Tage bei 100° C. getrocknete Substanz ungefihr 60 Tage bei 
105 bis 110° stehen gelassen. Nach dieser Behandlung léste 
sie sich in kaltem und heissem Wasser nur in Spuren. 

Versuch Ville. Die wiisserige Losung des Peptons von 
A. Danilewsky wurde auf dem Wasserbade  eingedampft. 
Die 3 Tage lang bei 100° C. getrocknete Substanz wurde 3 Tage 
bei 120—125° C. gehalten. Die auf diese Weise getrocknete 
Substanz loste sich im kalten und heissen Wasser nur theil- 
welse, 

Versuch VIII. Die wiisserige Lésung desselben Peptons 
wurde auf dem Wasserbade eingedampft: die Substanz, 5 Tage 
lang bei 100° C. gehalten, wurde ungefiihr 7 Wochen bei 105 bis 
110° C. bis zum fast constanten Gewicht getroecknet. Das Gewicht 
der 5 Tage bei 100° C. getrockneten Substanz betrug 0,7036 gr. : 
das Gewicht der bei 105 bis 110° C. getrockneten Substanz 
betrug 0,690 gr. Die auf angegebene Weise behandelte Sub- 
stanz loste sich im Wasser nur theilweise. Der in Wasser un- 
lOsliche Rest wurde mit kaltem und heissem Wasser, Al- 
kohol und Aether gewaschen, darauf bei 100° C. bis zum 
constanten Gewicht getrocknet. Ich erhielt’ so 0.3776 gr. = 
al * 100 = 53,66°/o des Gewichtes der bei 100° C. ge 
trockneten Substanz. Die in Wasser unléslichen Substanzen, 
welche bei diesen Versuchen erhalten wurden, lOsten sich auch 
beim Erwiirmen nur sehr wenig in verdiinnten und coneen- 
trirten Mineralsiiuren, leichter in Aetzalkali. Die alkalischen 
Losungen zeigten die Biuretreaction: die Substanzen selbst 











— )22 — 


gaben die Millon’sche, Pettenkofer sche und Adamkie- 


wicz sche Reaction. 

Diese Versuche zeigten, dass das Pepton von A.Danilewsky 
sehr leicht beim Trocknen bis zum constanten Gewicht, be- 
sonders iiber 100° C., dehydratirt wird. 

Weitere Versuche wurden mit den durch Ammonitm- 
sulfat nicht fillbaren Substanzen angestellt. Trocknete ich die- 
selben ber 105—110° C. bis fast zum constanten Gewicht, so 
wurden sie veriindert. Einige von ihnen hatten thre Loslichkei 
in Wasser fast ganz bewahrt, andere, niimlich die Substanz der 
zwei letzten Fractionen des Versuches ID(s. 5. 515), hingegen 
nicht. Diese hatte wahrscheinlich eine tiefgreifende Zersetzung 
beim Trocknen erfahren, denn aus ihr hatten sich zuerst saure, 
dann alkalische Diimpfe entwickelt’) und die Gewichtsabnahine 
war sehr bedeutend. Das Gewicht der 4 Tage lang bei LOO? C, 
getrockneten Substanz sank niimlich von 2,0265 er. wiihrend 
des achtw6chentlichen Troeknens bei 105—110° C. auf O.8825 er. 
Der in’ Wasser unléshche Rest betrug in diesem Falle nur 
noch 11.05% 0 des Gewichtes der 4 Tage lang bei 100° €. 
setrockneten) Substanz. 

Die wiisserigen) LOsungen der getrockneten Substanzen 
gaben die Fallungsreactionen mit Kupfersulfat, Ferrocyvankalium 
und Essigsiiture und mit Ammoniumsulfat, welche dem = Aus- 
gangsmaterial fehlten. 

Da nach vorstehenden Versuchen also die mit Ammonitm- 
sulfat unfiillbaren Verdauungsprodukte der echten Eiweisskérper 
weder durch Labferment, noch durch Trocknen in die echten 
Kiweisskorper sich verwandeln, und da sie zudem nicht alle 
Farbenreactionen der echten Eiweisskorper zeigen, SO muss man 
sie als Zersetzungsprodukte der Eiweisskérper betrachten. — [mn 
Allgemeinen ist) eine Loésung der letztgenannten Verdauungs- 
produkte eine) Mischung von Substanzen, deren Zahl und 
chemische Eigenschaften von Dauer und Intensitiit der Ver- 
dauung abhiingig sind. + 

Alle diese Versuche zeigen, dass das Pepton von A. Dant- 


lewsky das iiusserste Glied in’ der Kette der durch ¢ 


i) 


proteolytischen Fermente des Korpers zu erhaltenden Abbat- 
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produkte der Eiweisskérper ist, dem alle Farbenreactionen der 
KiweisskOrper zukommen und das sich durch Labferment oder 
Trocknen wieder in einen echten Eiweisskorper iibertiihren liisst. 

Dem von A. Danilewsky angegebenen Schema zufolge 
ist zwischen einem genuinen Eiweisskérper und seinem Peptone 
eine Reihe von Zwischenprodukten!) vorhanden. 

Zum Schluss spreche ich meinem verehrten Lehrer Herrn 
Professor A. Danilewsky, auf dessen Veranlassung und unter 
dessen Leitung diese Arbeit ausgefiihrt ist, meinen besten Dank aus. 


1) A. Danilewsky, Journ. der russ. physiko-chem. Gesell., Bd. XI 
und XII (Jahrgang 1880). 








Ueber das Protamin aus den Spermatozoen der Makrele. 
Von 
Dr. D. Kurajeff aus St. Petersburg. 
Aus dem physiologischen Institut za Marburg.) 


(Der Redaction zugegangen am 2. Januar 1898.) 


In den Spermatozoen verschiedener Thiere finden sich in 
Verbindung mit Nucleinstoffen Eiweisskérper basischer Natur. 
Kinige derselben besitzen eine relativ einfache Zusammen- 
setzung, da sie, wie die Untersuchungen von A. Kossel gezeigt 
haben, bei der Spaltung nur wenige einfache Zersetzungs- 
produkte und nicht das complicirte Gemisch ergeben, welches 
man sonst bei der Spaltung der Eiweisskorper erhiilt. Diese 
haben den Namen Protamine empfangen. Bisher sind zwei 
Protamine bekannt: das von Miescher!) in den Spermatozoen 
des Lachses entdeckte Salmin, welches mit dem von A. Kossel?) 
aus dem Heringssperma isolirten Clupein identisch ist, und 
das von A. Kossel’) aus den Spermatozoen des Stors_ ge- 
wonnene Sturin. Einen Uebergang von den Protaminen zu 
den complicirteren Eiweissstoffen bildet das Arbacin, welches 
Mathews4) aus den Spermatozoen eines Seeigels (Arbacia) 
gewonnen hat. 

Kine genaue Kenntniss dieser Gruppe einfachster Eiweiss- 


1) Verhandl. d. naturforsch. Gesellschaft in Basel, Bd. VI, 5. 138, 1874. 


2) Sitzungsber. d. Gesellsch. zur Férderung der gesammt. Natur- 
wissenschaften in Marburg, Juli 1897, und diese Zeitschrift, Bd. XXYV, 
S. 165, L898. 

3) Diese Zeitschrift, Bd. XXII, S. 176. 
4) Diese Zeitschrift, Bd. XXII], 5. 399. 
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kérper ist fiir die physiologische Chemie von grosser Bedeutung. 
Denn aus der Untersuchung dieser einfacheren Stoffe ergeben 
sich die Gesichtspunkte fiir die Classification und die Erkennung 
des Wesens der complicirteren Proteinsubstanzen. Jemehr ver- 
<chiedenartige Protamine man kennt, um so grdsser wird auch 
die Méglichkeit sein, mit Hiilfe dieser Stoffe in den Bau des 
Kiweissmolekiils einzudringen. 

Es ist demgemiiss von wesentlichem Interesse, auch andere 
als die bisher verarbeiteten Species in der eben erwiihnten 
Richtung zu untersuchen und, ich unternahm daher auf den Vor- 
schlag des Herrn Prof. A. Kossel die Untersuchung des Spermas 
der Makrele (Scomber spec. aus der Ostsee) und stellte das darin 
vorhandene Protamin dar. Das Makrelensperma war aus den 
Testikeln dieses Fisches in der friiher beschriebenen Weise 
sewonnen und mit Alkohol und Aether extrahirt worden. 
ks wurde mir von Herrn Prof. A. Kossel giitigst zur Ver- 
fiigung gestellt, dem ich hier fiir bestiindige und freundliche 
Hiilfe mit Rath und That wiihrend meiner Arbeit meinen auf- 
richtigsten Dank aussprechen mdochte. 


Darstellung und Zusammensetzung des Protamin- 
sulfats der Makrele. 


Fiir die Darstellung des Protaminsulfats benutzte ich die 
von A. Kossel ausgearbeitete Methode. 

Etwa 150 gr. der trockenen, schon friiher mit Alkohol 
und Aether extrahirten Spermatozoenmasse wurden mit 750 cem. 
einer 1°oigen Schwefelsiiture eine Viertelstunde geschiittelt, 
liltrirt: das abfiltrirte Extract wurde mit der dreifachen Menge 
Alkohol gefallt. Die Extraction und die Fillung wurden noch 
(mal wiederholt. Die entstandenen schwach — réthlichen, 
kKlebrigen Niederschliige des Protaminsulfats wurden in wenig 
heissem Wasser geliést und zur Gewinnung des Oels im Scheide- 
trichter iiber Nacht hingestellt. Das ausgefiillte Oel wurde noch 
cinmal in wenig heissem Wasser gelést und im Scheidetrichter 
-tehen gelassen. Das dabei ausgefiillte Oel war nur schwach 
velb gefiirbt und die iiber dem Oecel stehende Fliissigkeit war 
last farblos. 
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Das von der Fliissigkeit abgetrennte Oel wurde in etwas 
1500 ccm. Wasser gelést und die Losung mit Natriumpikrat 
niedergefallt. Der mehrmals mit Wasser ausgewaschene Nieder- 
schlag des Protaminpikrats!) wurde im = Scheidetrichter mit 
verdiinnter Schwefelsdiure und Aether geschiittelt, bis die ganze 
Pikrinsiiure entfernt war. Die auf diese Weise erhaltene 
schwefelsaure Losung des Protaminsulfats wurde wieder mit 
Natriumpikrat gefiillt und in der eben beschriebenen Weise 
nochmals in das Sulfat iibergefiihrt. Zuletzt wurde die schwefel- 
saure LOsung des Protaminsulfats mit dem dreifachen Volumen 
95°/oigen Alkohols gefiillt. Die ausgeschiedene, klebrige Masse 
wurde in wenig heissem Wasser gelést und die Alkoholfiallung 
wiederholt. Dabei schied sich ein’ schneeweisser, flockiger 
Niederschlag des Protaminsulfats aus. Der Niederschlag wurde 
abgesaugt, mehrmals mit Alkohol und Aether ausgewaschen 
und zuerst tiber Schwefelsiiture, darauf im Trockenschrank bei 
110—115° getrocknet. Ich will dieses Sulfat vorliiufig seiner 
Herkuntt nach als «Seombrinsulfat» bezeichnen. 


Die Elementaranalyse gab folgendes Resultat: 


1. 02910 gr. Substanz gaben 0,1430 gr. BaSO,. 





2. 0.3365 01638 » BaSO,. 
5. O.2674 0.3777 » CO, und 0,1695 gr. H,0. 
4. 0.1898 0.2644 » CO, » Of4185 » HO. 
D. O,2850 60,2 ccm. N, bei 14° und 742 mm. Bai 
6. 0,2020 42.1 » N, » 14° » 752 » Ba 
7. 0.207% 43,5 » N, » 15° » 746 » Ba 
Im Mittel 
C 38,52 37,99 38,25 
H 7,04 6,93 | | 6,98 
N 24,24 24.26 24,09 24,20 
H,SO, 20,65 20,47 20,56 


Die gefundenen Analysenzahlen fiir das Scombrinsultfat 
stimmen am besten mit der Formel C,,H,)N,,0,2H,50, itberein. 


1) Es sei bemerkt, dass das Protaminpikrat méglichst bald in das 
Sulfat iibergefiihrt werden muss; sonst ist es schwer, eine ganz farblos' 
Losung des Protaminsulfats aus dem Pikrat zu erhalten. 








Berechnet fiir Gvefunden 


C, He oN 0,2H 0, im Mittel 
CG 38.46 BS 25 
H 6.83 6.98 
N 23,93 24.20 
Q 23.93 23.87 
Ss 6.83 6.70 


Das Verhiiltniss G:N ist in den gefundenen Zahlen 1.844. 


Kigenschaften des Scombrinsullats. 
5 


Das Scombrinsulfat, welches sich in trockenem Zustande 
als ein Weisses, in heissem Wasser leicht) lésliches Pulver 
darstellt, r6éthet ziemlich stark das blaue Lackmuspapier, wie 
dies auch beim Clupeinsulfat der Fall ist. Ber der Abkiihlung 
der heissen, concentrirten, wiisserigen LOsung scheidet sich 
das Scombrinsulfat in Form eines schwach gelb gefirbten Oeles 
aus. Das Scombrinsulfat gibt eine schéne blau-violette Biuret- 
reaction, dagegen keine Millon- und Molisch sche Reaction. 
Gesiittigte Losung von (NH,),5O0O, und NaCl ruft eine Fallung 
des Scombrinsulfats aus seiner wiisserigen LOsung hervor. Die 
Versuche, das Scombrinsulfat aus seiner wiisserigen LOsung 
durch Aussalzung mit (NH,),SO, in krystallisirtem Zustande zu 
erhalten, gaben negatives HResultat. 

Beim Verbrennen gibt das Scombrinsulfat einen eigen- 
thiimlichen Geruch und hinterliisst keine Asche. Die Loésung 
von Scombrinsulfat gibt Niederschlige mit = Natriumpikrat. 
Kallumchromat, Ferrocvankalium, Quecksilberchlorid und Jod- 
jodkalium., 

Ks war von grossem Interesse, die physikalischen Kigen- 
schaften des Scombrinsulfats im Vergleich mit denen des 
Clupeinsulfats gleichzeitig und unter denselben Bedingungen 
zu studiren. Deshaib untersuchte ich die Loéslichkeit beider 
Protaminsulfate im Wasser, die Einwirkung ihrer gesiittigten 
Wwasserigen #Osungen auf das polarisirte Licht und den Brechungs- 
coefficienten des Oels beider Protaminsulfate. ') 


1) Das Clupeinsulfat war mir von Prof. A. Kossel giitigst ge- 
liefert: es war im Allgemeinen nach demselben Verfahren dargestellt;: 
ich habe es nur einmal im Wasser gelést und mit Alkohol gefiillt. 
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Die concentrirten, warmen wiisserigen Losungen_ beider 
Protaminsulfate wurden bei Zimmertemperatur stehen gelassen, 
dabei schied sich ein Theil der Protaminsulfate in Form von 
Qel aus. In den tiber dem Oel stehenden Losungen wurde der 
Stickstoff nach der Kjeldahlschen Methode bestimmt. 

Das Resultat war folgendes: 

Scombrinsulfat Clupeinsulfat 
N-Gehalt in 100 cem. der gesittigten Lésung: 0.5268 0.4088 
Daraus berechneter Gehalt an: 
Scombrinsulfat C,,H,,N,,0,2H,SO, und | 


$0*"61° 


: 2,20 Jo 1,62°/ 
Clupeinsulfat —C,,H,-N,,0,2H,S0, J 


Wenn man annehmen wollte, dass das Scombrinsulfat 
dieselbe Zusammensetzung wie das Clupeinsulfat hat, und aus 
dem Stickstofigehalt den Gehalt an Protamin berechnen wiirde, 
so wiirde sich seine Loslichkeit = 2,09°/o ergeben. 

Das Drehungsvermodgen der gesiittigten Lésung  beider 
Protaminsulfate wurde im 20 em. langen Rohr bestimmt und 
als Drehungswinkel ergab sich folgender: 





Scombrinsulfat Clupeinsulfat 
— 316° ee 
Demnach ist das specifische Drehungsvermogen fiir das 
Scombrinsulfat (Cy 5H,,N,.O0,2H,50,) und das Clupeinsulfat 
‘ ‘ . a 
(Cj 9H,,N,,0,2H,SO,), nach der Formel (a) = -+-——- berechnet, 
a) i~ 6 Z D —- p. l. 
folgendes: 
Scombrinsulfat Clupeinsulfat 


(a), — 71,81 — 85,49. 


Der Brechungscoefficient des aus der gesittigten Lisung 
abgeschiedenen wasserhaltigen Oels des Scombrinsulfats und 
Clupeinsulfats wurde mittelst des Refraktometers von Pulfrich 
bestimmt und war folgender: 

Scombrinsulfat Clupeinsulfat 
1436 1,439, | 

Nach den vorliegenden Bestimmungen ergeben sich ge- 
wisse Unterschiede zwischen dem Scombrin und dem Clupein. 
Bei der Beurtheilung derselben ist. zu beriicksichtigen, das= 
die bisher beim Clupein und Salmin gewonnenen Zahlen 
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\. Kossels (1 ©) von den meinigen etwas abweichen. 


\. Kossel fand die Léslichkeit) des Clupeinsulfats zu 129° 0 
bet Annahme der Formel C,,H5,N,,0,2H SO, aus dem = Stick- 


stoffgehalt berechnet). Fir das specitische — Drehungsver- 
mogen berechnet sich aus seinen Befunden tir Clupemsultat 
Fane 83.07, fiir das Brechungsvermédgen des Oels 1.445. 


Kyiese Unterschiede miissen auf verschiedene Umstiinde zuriick- 
veftiihrt werden. Zuniichst ist, da es sich nur um Vergleichung 
gweier unter denselben Bedingungen untersuchter Priiparate 
handelte, aut die Temperaturverhiltnisse, die bei beiden  Prii- 
pauraten die gleichen waren, nicht Riicksicht genommen, diese 
konnen aber bet beiden Beobachtern sehr verschieden gewesen 
sein. Ferner hat schon A. Kossel auf die Schwieriekeiten 
hingewlesen, welche aus der Neigung der Protamine zur Bil- 
dung saurer Salze erwachsen. Je saurer die Reaction der 


liissigkeit, um so grosser ist die Léslichkeit. 


Darstellung und Zusammensetzung des Scombrin- 
chromats und des Clupeinchromats. 


Da die Protaminsalze der Reinigung und der chemischen 
Analyse manche Schwierigkeiten bereiten, so sind die Forme 
dieser KoOrper trotz der miithevollen Untersuchungen doch noch 
init einer gewissen Unsicherheit) behattet. Es wire sowohl fiir 
sicherstellung der Formeln, wie auch fiir die Vergleichung der 
verschiedenen Protamine unter einander von Werth, mehrere 
Salze desselben zu untersuchen und zwar, wenn moglich, solche, 
die in’ Wasser unldslich sind. 

Fiir diesen Zweck schien das chromsaure Salz geecignel 
zu sein und ich habe mich daher bemiiht, dasselbe darzustellen 
und zu analysiren., 


Das Scombrinchromat. 


Kine kleine Menge (ca, 3.0) des Scombrinsulfats wurde 
in viel Wasser (ca. 500 cem.) gelést und mit Kaliumechromat 
velallt: daber schied sich zuerst ein gelber pulveriger Nieder- 
~chiag aus, der sich bald in eine kleberige, an den Wiinden der 
Porzellanschale haftende Masse umwandelte. Nach einigen 


Hoppe-Seyler's Zeitschrift f. physiol. Chemie, XXVI W 
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Stunden war die Fliissigkeit fast ganz klar geworden und wurde 


von der kleberigen Masse abgegossen: der Niederschlag wurde 
vielmal mit Wasser ausgewaschen, bis keine Schwefelsiiure im 
Waschwasser nachgewiesen werden konnte. In kaltem Wasser 
lOste sich das Chromat nur spurenweise. beim Austrocknen 
an der Luft wandelte sich der gelbe, kleberige Niederschlag 
des Scombrinchromats in eine gelbe durchsichtige Masse um. 
die oman leicht von den Wiinden der Porzellanschaale  ab- 
trennen konnte. Ausgetrocknet und zerrieben stellte sich das 
Scombrinchromat als ein griinlichgelbes Pulver vor. Bein 
Schmelzen mit’ Soda und Salpeter u. os. w. waren nur ganz 
geringe Spuren von Schwefel nachzuweisen. Das Scombrinsultal 
fiirbte rothes Lackmuspapier blau, wenn es in feuchtem Zustand 
gegen dasselbe gedriickt wurde. 

Die Analyse des bei 110—115° ausgetrockneten Scombrin- 


chromats gab folgende Resultate: 


1. 0.2190 gr. Substanz gaben 0,0338 gr. Cr,Oy. 

2. ONT 4 0.0270 CryO.. 

5. 0.2104 0.3306 CO, und O.L444 gr. HO. 
4, 0.2280 O.35110 CO,  » 01376 HO 
D. OLLSS8O $8.5 com. Ny bet 15° u. 756mm. Ba 
6. O2386 18.6 N, » 185° » 754 » Ba 


Im Mittel 





(; 37,90 37,20 37 BD 
I 6.67 6,75 6.71 
N 23.85 23.81 23,83 
(1) L054 10,53 10,53 


Die gefundenen Analysenzahlen lassen sich in’ folgende: 
Formel ausdriicken: Cy )H..N,,0,2H,CrO,. 


Berechnet fir Gefunden 
C, H..N,.0,8H,CrO, im Mittel 
CG 37.57 37.35 
H 6,47 6.71 aay ie | 
N 23.38 33.83 GiN = 1,828 
© Fi 21.58 
(Cr LOND 10.58 


Das Clupeinchromat wurde nach demselben Verfahren. 
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wie auch das Scombrinchromat, dargestellt, d. h. zuerst wurde 


das Clupeinsulfat aus den Spermatozoen des Herings in reinem 
Zustande gewonnen und dann in das chromsaure Salz iiber- 
vefiihrt. Leider gelang die Ausscheidung des Chromats in diesem 
Fall nicht so gut, wie bei dem Scombrin; denn das Clupein- 
chromat enthielt nach dem = Auswaschen mit Wasser eine 
nicht unbetrichtliche Menge von Schwefel. Zur Reinigung 
wurde es in viel Wasser auf kochendem Wasserbade gelést: die 
Losung ging nur sehr langsam und unvollstiindig vor sich: 
es blieb dabei ein kleiner Theil!) der Substanz ungeldst zuriick. 
Die heisse alkalisch reagirende LoOsung von Clupeinchromat 
blieb bei der Zimmertemperatur stehen. Nach dem zweitiigigen 
Stehen sammelte sich am Boden des Gefiisses (der Porzellan- 
schale) ein gelber, kleberiger Niederschlag des Clupeinchro- 
mats an. Die tiber dem Niederschlag stehende triibe EF liissigkeit 
wurde abgegossen und der Niederschlag mit Wasser vielmal| 
ausgewaschen. Beim Stehen und Trocknen wandelte er sich 
in eine griinlichgelbe, durchsichtige, lackartige Masse um. 
Trotz dieses Reinigungsversuchs enthielt’ das Priiparat immer 
hoch merkliche Spuren von Schwefel, die aber, wie es schien, 
die Analysenresultate nicht merklich beeinflussten, denn der 
Stickstoffgehalt dieses Priiparats stimmte mit der von A. Kosse|l 
angenommenen Formel nahe iiberein. Jedenfalls ist der Stick- 
stoffgehalt auch dieses Salzes wieder hoher als der des ent- 
sprechenden Scombrinsalzes. 


Clupeinchromat Berechnet 
Gefunden fiir 
I II Mitte] CoH, ,N,,0;2H,CrO, 
N (vol.) 24,83 24,61 24,72 24,56, 


Spaltung des Scombrinsulfats. 
Um die Vergleichung des Scombrins mit den anderen 
schon untersuchten Protaminen weiter zu fiihren und = etwa 


lL, In diesein Rest vom Clupeinchromat habe ich den Chromgehalt zu 
17.68", gefunden; es scheint hiernach, als ob beim Kochen des Clupein- 
chromats ein kleiner Theil desselben sich in das bichromsaure Salz 
(.,H.;N,,0,2H,Cr,0, umgewandelt hat, das nach der Berechnung 17,79° o 
Chrom enthalten muss. 














neue Anhaltspunkte fiir die Beurtheilung des Scombrins zu 
erhalten, verwandte ich eine kleine Menge (ca. 0,5 gr.) des 
iibrig gebliebenen Sulfats zur Spaltung mit Schwefelsiiure. Fiir 
diesen Zweck benutzte ich die von Prof. A. Kossel?) an- 
gegebene Methode. Das Scombrinsulfat wurde in wenig Wasser 
gelost, zur Losung wurde soviel Schwefelsiiure hinzugefiigt, 
dass der Gehalt derselben 33°/o betrug. 

Die Mischung wurde 8 Stunden am Riickflusskiihler ee- 
kocht, darauf mit Wasser genau bis 250 cem. verdiinnt. Von 
dieser LOsung habe ich 50 cem. fiir eine Stickstoffbestimmune 
nach Kjeldahl abgemessen. Die tibrig gebliebenen 200 cen. 
Fliissigkeit wurden mit Silbersulfat und Baryvt gefallt, und dey 
abgeschiedene Niederschlag sorgfiltig abgesaugt, mit) Barvt- 
wasser zerrieben, wieder abgesaugt und das Auswaschen mehr- 
fach wiederholt. Durch die vereinigten, mit Schwefelsiiure 
angesiiuerten Filtrate wurde  Schwefelwasserstoff  hindurch- 
geleitet, vom Niederschlag abfiltrirt, ausgewaschen und im 
eingedampften Filtrat der Stickstoff nach Kjeldahl bestimmt. 
Der Niederschlag, welcher die Silberverbindungen des Arginins 
und Histidins enthalten musste, wurde mit Schwefelsiiture an- 
cesiiuert und durch Schwefelwasserstoff vom Silber befreit: der 
entstandene Niederschlag von Schwefelsilber und Baryumsulfial 
wurde abgesaugt, mit Wasser unter Durchleiten von Schwefel- 
wasserstoff gekocht. wieder abgesaugt und der Niederschlag sore- 
filtig ausgewaschen. In der Hiilflte des eingedampften Filtrats 
wurde der Stickstoffgehalt nach der Kjeldahl schen Methode 
bestimmt. Die erhallenen Resultate sind die folgenden : 

I. In 50 cem. von 250 cem. Fliissigkeit, welche die Zersetzungs- 
prodakte des Scombrins enthielt. wurde O,02170 er. N gefunden, deri- 
nach betrug die Gesammtmenge des Stickstoffs an 250 cem.) 0.1085 

2, Die Hilfte des Silberniederschlages enthielt 0.03318 gr. X, 
demnuach enthielt der ganze Niederschlag (aus 200 ecem.) 0.06636 gr. N 

3. Im Filtrat vom Silberniederschlag wurde 0.021070 er. N gefunden 

Wenn man die gefundenen Zahlen in Procent de: 
Gaesammistickstotfs ausdriickt. so bekommt man folgende- 
Resultat: 


piese Zeitschrift. Bd. NNV. S. 165. 

















Stickstofl des silberniederscehlaves : 


Stickstoff des Filtrats ane ee A 24,27 ° 


In beifolgender Tabelle stelle ich die von A. Kossel bet 
der Untersuchung von Salmin, Clupein und Sturin gewonnenen 


Resultate den meinigen gegeniiber: 








P am) 
Salmin Clupein Sturin Scombrin 
stickstoff des 
~ilberneder- 82.9) S)D.6 — 76.8 77.8 72.0 TOAD 
schlages. 
stickstoff des a . — ; ~~ 2 oF 
136 | 110} 11,6 | 17,7 | 193 | 233 | 24,27 


Kiltrates. 


Hiernach scheint sich das Scombrin auch beziiglich der 
quantitativen Verhiiltnisse seiner) Componenten) vom = Clupein 
zu unterscheiden, wiithrend es) sich dem = Sturin  nihert, mit 
dem es im Uebrigen eine geringe Aehnlichkeit) besitzt. 


Zusammmentassung der Hauptresultate. 


1. In den Spermatozoen der Makrele ist) eine Substanz 
enthalten, welche die allgemeinen Eigenschaften der Protamine 
besitzt. 

2. Die einfachste elementare Formel fiir das Protamin- 
sulfat der Makrele ist: Cy oH, N,,0,2H.8S0,. Demnach unter- 
scheidet sich das Protaminsulfat der Makrele vom Clupein- und 
Salminsulfat dadurch, dass es mehr Wasserstoff und weniger 
Stickstoff besitzt: die einfachste elementare Formel fiir das 
Clupein- und Salminsulfat nach den Angaben von Prof. A. Kossel 
i. ¢.) ist: CLO SSO... 

3. Die chromsauren Salze des Protamins der Makrele 
und des Herings entsprechen den Sulfaten beider Protamine, 
nur enthalten die Chromate je ein Molekiil H,O weniger als 
Cle entsprechenden Sulfate : 

Das Scombrinchromat: C,.H..N,.0,2H,Cr0,. 


Das Clupeinchromat: ©, H..N,;0,2H,CrO,. 
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Das Verhiiltniss G: N im Scombrinsulfat ist dasselbe wie 


im Chromat, namlich in ersterem Salze 1,844, 1m. letzteren 
1,828. 

i. Das Scombrinsulfat zeigt in Bezug auf seine Loslich- 
keit in Wasser und sein optisches Drehungsvermogen geringe, 
aber sicher festzustellende Unterschiede von dem Clupeinsulfat. 
Die Unterschiede im Lichtbrechungsvermégen des aus wWiisse- 
riger Losung ausgeschiedenen Oels fallen in) den Bereich der 
Fehlergrenzen. 

y. Ber der Zersetzung des Scombrins durch siedende 
Schwefelsiiure wird weniger Stickstoff in Form von = Arginin 
und Histidin abgespalten, als bei der entsprechenden Zerlegung 
des Clupeins und ungefiihr ebenso viel wie bei der Zersetzung 
des Sturins. 

6. Aus allen angefiihrten Thatsachen ergibt sich, dass das 
Scombrin ein besonderer, wenn auch den bisher bekannten 
Protaminen sehr nahe stehender Koérper ist. Besonders ist es 
in seiner Zusammensetzung und seinen Eigenschaften dem 
Clupein oder Salmin sehr aihnlich. 








Ein Beitrag zur Kenntniss der in der Seide enthaltenen 
eiweissartigen Korper. 
Von 
(:. Wetzel. 


Assistent am plivsiologischen Institut: zu Breslau, 


Aus dem physioelogischen Institut zu Breslau 


Der Redaction zugegangen am 11. Januar 1899 


In der vorliegenden Arbeit bringe ich eine kurze Mitthet- 
lung iiber einige von Krukenberg unter dem Namen der 
Skeletine zusammengefasste Albuminoide und zwar tiber das 
aus der Seide darstellbare Fibroin, sowie die Seide itberhaupt 
und iiber das organische Substrat der Muschelschalen, das 
Conchiolin. Ich habe diese Stoffe auf das Vorhandensein eines 
Protaminkernes in ihrem Molekiile untersucht. Die) Anregung 
zu der Untersuchung verdanke ich Herrn Prof. Kossel und 
habe sie zum Theil schon vor einem Jahre im physiologischen 
Institut zu) Marburg ausgeliihrt. 

Bei der Untersuchung des Elastins sind Hedin?!) und 
bergh?) zu dem Resultate gekommen, dass unter den Spaltungs- 
produkten dieses Ko6rpers, welche beim WKochen mit) Salzsiiure 
entstehen, sich nur eine sehr geringe Menge derjenigen Ver- 
bindungen nachweisen liisst, welche durch Phosphorwolfram- 
siiure in saurer Losung fiillbar sind. Ein chemisehes Individuum 
konnten sie aus ihrem vermittelst der Einwirkung von Phosphor- 
wolframsiiure erhaltenen Niederschlage nicht isoliren. Demgemiiss 


1) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. XXV. Ss. 344 


2) Ibid. S. 337. 














konnte im Elastin der von Kossel in den Eiweissstoffen an- 
genommene Protaminkern nur in geringer Menge oder in frag- 
mentarischer Gestall vorhanden sein, Das Elastin wurde sodani 
auch von Kossel und Kutseher!) auf seinen) Protaminkery 
hin untersucht. Sie vermochten aus dem. spiirlichen Phosphor- 
wolframsiaureniederschlage, den die Zersetzungsprodukte des 
Klastins mit einer etwa 33° oigen Schwefelsiture lieferten, das 
Arginin, wenn auch nur in sehr geringer Menge, zu isoliren, 
Nach der Angabe von Kossel?) soll die Quantitiit des in Form 
von Hexonbasen vorhandenen Stickstoffs elwa 4°/o des Gesammi- 
stickstoffs betragen. 

Das Elastin oimmt somit in Hinsicht auf die Grosse der 
In dhm enthaltenen Basengruppe eine extreme Stellung ein und 
entfernt sich sehr weit auch noch von den Stoffen, die den 
demniachst geringsten Gehall an basischen Spaltungsprodukten 
besitzen. Ein Stoll, welcher in dieser Eigenschaft sich als dem 
elastin verwandt erweist, scheint mir nach den sogleich anzu- 
fihrenden Beobachtungen das aus der Seide zu gewinnende 
hibroin zi sein. 

“unichst geht dies mit einer gewissen Wahrscheinlich- 
kell aus quantitativen: Bestimmungen hervor, in denen ich den 
durch Phosphorwolframsiiure aus den Zersetzungsprodukten 
des Fibroins mit) Schwefelsiiure faillbaren Basenstickstoff in 
seinem Verhiiltniss zum Gesammitstickstoff ermittelt) habe. 

Mit den fiir das Fibroin erhaltenen) Resultaten stelle ich 
zugleich die entsprechenden Zahlen zusammen, die sich bet 
den folgenden Korpern gewinnen liessen. Es sind dies: Seiden- 
leim, weisse und gelbe Rohseide, Gelatine und Conchiolin, 

Zur Darstellung des Seidenleims nach der Methode von 
Cramer?) wurde die durch Auskochen gelber Rohseide mi 
Wasser tiber 100° erhaltene L6sune verwendet, welche in der 
Kiilte zu emer Gelatine erstarrte. Die warme Losune& wurde 


1) Zeitschr. f. physiolog. Chem, Bd. XXV, 5. 501. 
2) Deutsche medicin. Wochenschrift, 1898, Nr. 37. 
3) Journal f) prakt. Chemie 1865, Bd. 96, cit. nach Hoppe-sSeyle: 


Handbuch d. physiolog. u. prakt.-chem. Analyse, IV. Auflage. 











mit basisch essigsaurem Bler gefillt, der Niederschlag abfiltrirt 
und ausgewaschen, bis das Filtrat bleifrei war, mit) Schwefel- 
wasserstolf zerlegt, vom Schwelelble: abfiltrirt und das Filtrat 
mil Alkohol geféllt. Die ausgefallenen weissen Flocken wurden 
mit Alkohol und Aether gewaschen und durch Verdunsten- 
lassen des Aethers an der Luft getrocknet. Das Produkt unter- 
schied sich von dem Cramer's dadureh, dass es in kaltem 
Wasser nicht aufquoll. Weshalb diese Eigenschatt fehlte, kann 
ich micht angeben. Da die urspriingliche Losung bei Tempera- 
turen zwischen 1OO® und 130° gewonnen war, so kénnen 
ausser dem Seidenleim noch andere Substanzen mit) extrahirt 
worden sein. Fir den vorliegenden) Zweck, bei dem es nur 
daraul ankam, aus den Stoffen, welche ausser dem Fibroin in 
der Seide vorhanden sind, denjenigen zu gewinnen, der ihre 
Hauptmenge ausmacht, ist die gréssere oder geringere Reinheil 
des Praparates ohne jeden Belang. 

Das Fibroin habe ich nach Stideler dureh Behand- 
ling von Rohseide mit 5°/oiger Natronlauge dargestellt, mut 
der Abweichung, dass ich statt 1&8 Stunden die) Behandlung 
mnt Natronlauge so lange fortsetzte, bis die Seidenfiiden in 
kiirzeste Bruchstiicke zertielen und keine lingeren Fiaiden mehr 
mit blossem Auge erkennbar blieben.  Mikroskopisch  bestand 
das Praparat aus feinen doppeltbrechenden Stibchen mit zackigen 
bruchenden. Ich habe Fibroin aus weisser (jaapanischer oder 
chinesischer) und aus gelber (Mailiinder) Seide untersucht. 

Das Conehiolin wurde aus dem rothen Theile der 
Schalen der riesigen Steckmuschel (Pinna nobilis) als ein 
organischer Rest erhalten, welcher tibrig blieb. nachdem = dite 
Schalen mit) 5—10°/oiger Salzsiiture vollstiindig entkalkt, mit 
Wasser bis zur Entfernung der Salzsiiure gewaschen und schliess- 
lich mit Alkohol und mit) Aether behandelt’ worden waren.') 


1) Pinna nobilis ist eine im = Mittelmeere hiiufig vorkommende 
Muschel. leh habe die Schalen nebst anderem Material zum = Studiaum 
thierischer Geriistsubstanzen wiihrend eines Aufenthaltes auf der zoo- 
egischen Station zu Neapel im Frihjahr 1898 gesammelt, der mir darch 
ein Stipendiaum aus der Griilin Bose-Stiftung und durch die Gewahrung 
cines Arbeitsplatzes an der Station von Seiten der preussischen Regierung 


crmoeheht wurde. 












— jyss — 


Siimmitliche Stoffe sind tibereinstimmend in— folgender 


Weise behandelt worden: 5 gr. Substanz wurden mit 50 cen. 
einer Mischung von 2 Theilen Wasser und 1 Theil Schwetfel- 
siiure & Stunden am Riickflusskiihler gekoeht, die Fliissigkei! 
auf BOO cem. aufgefiillt und abgemessene Theile davon zur 
Bestimmung des Gesammtstickstoffs, des Ammontakstickstolfs 
und des durch Phosphorwolframsiiure fillbaren Stickstofts ent- 
nommen. Die zur Bestimmung des letzteren verwendete Fliissig- 
keitsmenge wurde mit dem gleichen Volumen Wasser verdiinnt 
und mit dem eleichen Volumen einer 20° o1gen) L6sung you 
Phosphorwolframsiiure versetzt. Der Ammoniakstickstoff wurde 
durch Destillation mit) tiberschiissiger Magnesia ermittelt, zu 
den iibrigen Stickstoffbestimmungen habe ich mich der kKyel- 
dahl schen Methode bedient. 

Der Stickstoff des Phosphorwolframsiiureniederschlages 
wurde nach Abzug des Ammontakstickstoffs in) Procenten des 
(Gresammtstickstolts berechnet. 





: :; - Durch Phosphos 
Basenstickstoff in wolframsiur 


Material Procenten des fallbarer N in 


; ten canten dos 
(iesammt-N Procenten 
(;esammit-N 





Geibe Roheeiie.. .« «<«©.*«.s:*. ‘ 6.68 S.46 
Weisse Rohseide ......-e...-. sae RR 
Kibroin aus gelber Seide o.oo... 0. 0.0 

welsser ee pe 0.0 
Seidenleim aus gelber Seide . . . 0... 10,00 
Conchiolin aus Pinnaschalen .o. .. 8.66 _ 
Kaéufliche Gelatine ......e.+-e-s [R85 





Der Phosphorwolframsiureniederschlag des Seidentetus 
entstand in Folge eines Versehens ino einer 9°56! Scehwelel- 
siiure enthaltenden Fliissigkeit, withrend die tibrigen Nieder- 
schliige in Fliissigkeiten entstanden, welehe 5—6°o Schwetel- 
siiure enthielten. 

Die Zahlen in dieser Tabelle diirfen  selbstverstiindlich 
nur als ungefiihre angesehen werden und sie haben fiir dic 
Menge der Basen eines der aufgefiihrten) Korper nur einen 
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vergleichsweisen Werth.') Die Angabe iiber die Gelatine habe 


ich nur mit aufgenommen, um einen Vergleich meiner Zahlen 
mit den etwa von anderen Untersuchern an anderen Substanzen 
gewonnenen zu ermodglichen. 

Als eiweissartige Hauptbestandtheile der Seide kennt man 
das Fibroin und den Seidenleim. Diese beiden Stoffe lefern 
nach der obigen Tabelle héchst verschiedene Mengen basischer 
Produkte bei der Zersetzung mit Siuren, und zwar weilst der 
Seidenleim einen hoheren, das Fibroin einen ijiusserst medrigen 
Antheil daran auf, wiihrend die Seide selbst etwa in der Mitte 
steht. Fir die beiden untersuchten Seidesorten ergibt sich 
ein vollig gleiches Verhalten sowobl fiir die Seiden selbst, als 
auch fiir das aus ihnen dargestellte Fibroin. 

Das Fibroin miisste, wenn obige Zahlen einen absoluten 
Werth besiissen, gar keine basischen Produkte geben. Aus 
concentrirteren Losungen erhiilt man jedoch eimen in Betracht 
kommenden Niederschlag mit Phosphorwolframsiiure. So erhielt 
ich bei einem Versuche, bei dem ich ein abgemessenes Quantum 
der Reactionsfliissigkeit nur mit dem gleichen Volumen einer 
20°/oigen Phosphorwolframsiiure versetzte, ohne ausserdem 
noch die gleiche Menge Wasser hinzuzufiigen, einen Nieder- 
schlag, welcher, nach Abzug des Ammoniakstickstoffs, 0,9°/o 
des Gesammtstickstoffs an Basenstickstoff enthielt. Bet noch 
erosserer Concentration erhilt man eine weitere Vermehrung 
des Niederschlages. Da nach den Anschauungen Kossel’s die 
biuretreaction der Eiweisskérper auf den basischen Kern zu 
beziehen ist, so miisste dieser auch hiernach im Fibroin vor- 
handen sein, denn es gibt die Biuretreaction, wenn auch mit 
violetier Niiance. Jedoch muss es offenbar als ein Koérper 
betrachtet werden, dessen Protaminkern nur eine sehr geringe 
(irésse besitzt, und ist in dieser Hinsicht dem Elastin anzu- 
reihen. 

Das Conehiolin gehért mit 8.66°/o ebenfalls noch zu den 
elweissartigen Stoffen, welche nur eine verhiiltnissmiissig geringe 
Menge basischer Spaltungsprodukte liefern.  Jedoch  iibertrifft 


1) Vergl. Kossel, Zeitschr. f. physiol. Chemie, Bd. XXV, Ss. 182. 
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die Menge dieser sehr erheblich die im Fibroin (oder Elastin 


enthaltene. 

Schliesslich ist noch darauf hinzuweisen, dass alle diese 
an basischen Spaltungsprodukten armen Korper  solche sind. 
welche keine weitere Verwendung mehr im Stoffwechsel finden 
und mit der Bildung organischer Substanz nichts mehr zu thuy 
haben. 

lm Gegensatz zu diesen Stolfen sind, wie Kossel aus- 
eeliihrt hat. die Bildungsstitten organischer Substanz reich ay 
Gruppen, welche Hexonbasen liefern, und auch an- solchen. 
aus denen Alloxurbasen sich bilden, wiéhrend die Monoamido- 
siituren unter den Spaltungsprodukten zuriicktreten oder ganz 
verschwinden. +) 

Die weitere Verfolgung der ‘Aufgabe wiirde nun die 
lsolirung emzelner chemischer  Individuen aus dem = Phosphor- 
wolframsiurentederschlage zum Ziel haben. Zu diesen Unter- 
suchungen, welche vor den hier zuerst mitgetheilten begonnen 
worden sind, ist ein durch Behandlung der Seide mit) Natron- 
lange gewonnenes Fibroins verwendet worden, welches nicht 
die oben geschilderte) Beschatfenheit) besass, sondern liingere 
makroskopische Fasern bildete, die jedoch leichter zerreissticl 
wie dic der urspriinglichen Seide waren und auch nur noc) 
einen matten Glanz hatten. Die aus diesem Priiparate isolirten 
Zersetzungsprodukte méchte ich daher vor der Ausfiihrung 
weiterer Untersuchungen nur als Zersetzungsprodukte de 
Seide beschreiben. 

63 gr. des Priiparates wurden mit) 300 cem. Salzsiiure 
vom specifischen Gewicht 1,19 und ebensoviel Wasser unter 
Zusatz von 10 er. Zinnehloriiv 72 Stunden lang am Riickfluss- 
kiihler gekocht. Die Fliissigkeit wurde verdiinnt, durch Ein- 
leiten von HJS vom Zinn befreit und siedend heiss mit eine! 
heissen Losung von etwa 400 gr. Phosphorwolframsiure  ver- 
setzt. Zuniiehst fiel nichts aus, am andern Tage jedoch war 
ein sandiger schwerer Niederschlag in nicht sehr grosser Menge 
zu Boden gefallen. Der Niederschlag wurde mit Barytlosung 


»~ 


lL) Deutsche medicin. Wochenschr... I898, Nr. 37. 
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zersetzt und das Filtrat mittelst Einleitens von CO, vom tber- 
<chiissigen Barvt betreit. 

Die schwach alkalisch reagirende Fliissigkeit wurde = zu- 
nichst auf Histidin nach der Methode von Kossel?) durch 
Zusatz von Quecksilberchlorid untersucht. Es entstand ein 
Quecksilberniederschlag, der auffiilliger Weise durch Zusatz von 
Vatronlauge auch nach Zugabe von iiberschiissigem Quecksilber- 
chlorid sich nicht vermehrte, sondern wieder aufléste. In einer 
vleichzeitig auf dieselbe Weise gewonnenen LoOsung von Zer- 
<etzungsprodukten der Gelatine entstand ebenfalls em Nieder- 
-chlag mit Quecksilberchlorid, welcher jedoch beim Zusatz von 
Vatronlauge betrichtheh zunahi. 

Der Quecksilberniederschlag, welcher von der Seide her- 
~tammte, wurde abfiltrirt und mit Schwefelwasserstoff zerlegt. 
Das Filtrat vom Quecksilbersulfid) wurde eingedampft und = zum 
Krvstallisiren hingestellt. Nach emigen Wochen schieden sich 
vrosse Krystalle aus. Diese zeigten im convergenten polarisirten 
Licht die gleichen optischen Verhiiltnisse, wie sie von Kossel*) 
und Bauer’) fiir das Histidinchlorhydrat beschrieben sind, 
Der Schmelz- und zugleich Zersetzungspunkt lag bei 243°, 
withrend er fiir das Histidinchlorhydrat nach Kossel bei 251° 
Hegt. Das entsprechende, aus der Gelatine erhaltene Histidin- 
chlorhydrat zeigte dieselben Krvstallverhiltnisse, wie das ats 
der Seide, und ebenfalls den Schmelzpunkt 243°. Indessen 
dirfen die Substanzen wohl trotz des abweichenden Schmelz- 
punktes bis auf weitere Untersuchungen auf Grund der krystallo- 
eraphischen Bestimmung als Histidinpriiparate angesehen werden 

Das Filtrat von dem Quecksilberniederschlage wurde nach 
Lntfernung des Quecksilbers mit: Schwefelwasserstoff nochmals 
mut Phosphorwolframsiure  geffillt, mit) Barvthydrat  zersetzt 
und das Filtrat nach Entfernung des iiberschiissigen Baryts 
cingedampft. Es lieferte ein in kleinen Prismen gut krvstalli- 
sIrendes Salz, weiches aus Salzsiiure umkrystallisirt und als 


~ilzsaure Verbindung analysirt wurde, jedoch keine geniigenden 


J 


Zeitschr. f. physiol. Chemie, Bd. XXIL Ss. LS2. 
-. Zeitschr. f. physiol. Chemie, Bd. NXNIL, : 
Zeitschr. f. physiol. Chemie, Bd. XXIP S. 2 
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Analvsenwerthe ergab. Meine Bemiihungen, auf verschiedenen 
Wegen entweder Arginin oder Lysin oder ein anderes reines 
Priiparat aus dieser Krystallmasse zu isoliren, sind bisher ohne 
Resultat geblieben. 


Die Ergebnisse meiner Arbeit sind folgende: 

Das Fibroin, der Seidenleim und das Conchiolin liefern 
mit Sduren unter anderen solche Zersetzungsprodukte, die mit 
Phosphorwolframsiiure fillbar sind, also einen basischen Cha- 
rakter haben miissen. Es muss also in ihnen die Gegenwart 
einer basische Korper liefernden Gruppe angenommen werden 
(Protaminkern Kossel s). 

Dieser Kern findet sich somit auch in) eiweissartigen 
Stoffen, die Repriisentanten) der Kreise der Arthropoden und 
Mollusken enthommen. sind. 

Die Menge der Basen ist im Fibroin iiusserst gering, eine 
im Verhiiltniss zu diesem Stoffe gréssere Menge ergeben der 
Seidenleim und das Conchiolin. Jedoch miissen auch diese 
Korper noch zu denen mit wenig basischen Zersetzungsprodukten 
eerechnet werden. 

Aus den Spaltungsprodukten des einen Fibroinpriiparates 
(vergl. S.540) liess sich von den bisher bekannten Hexonbasen, 
wie sie Kossel benennt, dem Histidin, Arginin und Lysin, 
das Histidin isoliren und durch seine Krystallform als solches 
erkennen, wiihrend es allerdings einen von den Angaben 
Kossels abweichenden Schmelzpunkt besass. 








Ueber die Ausscheidung der Basen im Harne des auf absolute 


i Carenz gesetzten Kaninchens. 
Ss Von 

"| K. Katsuyama. 

t) 


Aus dem physiologischen Laboratorium der 3. Hochschule zu Okayamia. 


a (Der Redaction zugegangen am 11. Januar 1899, 
d 
- Die Arbeiten der letzten Zeit haben mannighache werth- 
ie volle Beitriige zur Kenntniss des Stoffumsatzes der Thiere und 
™ des Menschen im Hungerzustande gebracht. Aber alle diese 
* Forschungen haben ausser dem Menschen zumeist den Hund 
zum Gegenstande gehabt. und die Untersuchungen, die an 
m Pilanzenfressern ausgefiihrt wurden, sind sehr dirflig. Ohne 
™ auf die zahlreichen, dies Thema behandelnden Untersuchungen 
ie einzugehen, sel hier nur eine Mittheilung von Heymans!) her- 
i vorgehoben, welche sich auf den Stoffwechsel des hungernden 
ia Kaninchens bezieht. 


Hevmans unterwarf 29 Kaninchen von 2—5 kg. der 
Carenz und setzte die Beobachtung so lange fort, bis sie durch 
Hunger zu Grunde gingen. Die Hauptresultate, welche Hey- 
mans dabei gewonnen hat, beziehen sich auf Korpergewicht, 
Menge und specifisches Gewicht des Harns, Harnstoff, Phos- 
phorsiure und Chlor des Harns: allein die Bestimmung der 
Basen scheint niemals ausgefiihrt zu sein. 

Da nun die Basen fiir die normale Zusammensetzung 
der Gewebe und Organe ebenso nothwendig sind wie die 
organischen  Korperbestandtheile, so  unterliegt es  keinem 


1); Heymans, Centralblatt fiir Physiologie, I896, 3. 297. 

















7weitel, dass die Bestimmung der Basen im Harne einen Mass- 
stab fiir den Stoffumsatz des hungernden Organismus abgilt. 
Durch Munk?) wissen wir, dass in Folge des Umsatzes dey 
kalireichen Gewebe beim Hungern das Kalium tn verhiiltniss- 
tniissig grdsserer Menge im Harne ausgeschieden wird. Wir 
wissen ferner, dass die Phosphorsiiure und das Caleium in 
Harne mit der Dauer der Inanition mehr und mehr zunimii. 
was wohl auf die Zersetzunge der Knochensubstanz zuriiekzi- 
fiihren ist. Diese interessanten Beobachtungen sind indessey 
nur ber hungernden Menschen und Hunden gemacht) worden. 
und es fehlt immer noch an Untersuchungen, wo es sich um die 
Ausscheidung der Basen im Harne vom Hungerkaninchen hande|t, 
Die folgenden Versuche wurden zum Zwecke angestellt, um 
diese Liicke auszufiillen. 

Als Versuchsobjekt benutzten wir ausschiiesslich Kaninchen, 
welche mit Tofukara?) ernihrt waren. Kurz vor dem Begini 
des Versuchs wurde den Thieren der Harn aus der Blase aus- 
gepresst und dann ihr Korpergewicht) bestimmt. Um dem 
etwaigen Verlust des Harns vorzubeugen, wurden die Thiere 
in einen Kiifig gebracht, dessen Boden mit Zinkblech so be- 
schlagen ist, dass der entleerte Urin in einem untergestellten 
Gefiisse sich sammeln musste. Zur Abgrenzung der Tages- 
menge wurde den Thieren alle 24 Stunden der Harn aus der 
Blase ausgedriickt. Da nun aber die Harnmenge, die ein 
Kaninchen in 24 Stunden liefert, nicht. fiir die Bestimmung 
der siimmtlichen Basen ausreicht, so waren wir gezwungen. 
zwei Reihen von Versuchen anzustellen, und zwar die eine 
fiir die Alkalien und die andere fiir die alkalischen Erden. 


1 Munk, Virchow’s Archiv, Suppl. z. Bd. 131, 5. Lol. 

2, Zur Herstellung des Tofu, des Bohnenkiises, zermahlt man die 
in Wasser eingequollenen Sojabohnen zwischen Miihlsteinen und koch' 
die teigartige Masse einige Zeit in eimem Kessel. Die geko'chte Masse 
wird nun durch Leinwand colirt und die ausgepresste Fliissigkeit durch 
Zusatz von Salzmutterlaugen zur Coagulation gebracht. Das so gebildete 
Coagulum ist «Tofu». Das, was dabet auf der Leinwand zuriickgebliebe: 


ist. nennt man «Tofukaras. 
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I. Die Ausscheidung der Alkalien im Harne. 

Es ist sehr wahrscheinlich, dass beim ersten Hungertage 
ein Theil von den ausgeschiedenen Alkalien von der vorher 
aufgenommenen Nahrung herriihrt, um so mehr, als Kaninchen 
verhiiltnissmiissig lange Gediirme besitzen. Man dart daher 
nicht unterlassen, den Gehalt) des Futters an Alkalien zu be- 
stimmen. Um das Tofukara zu analysiren, verfuhren wir 
foleendermassen: 

1d gr. Substanz werden in einer Platinschale getrocknet 
und bet beginnender Rothgluth verkohlt.  Darauf wird die 
Kohle mit Wasser versetzt, mit einem = kleinen Glasstibchen 
zerrieben, auf dem Wasserbade digerirt, durch ein aschefreies 
Filter filtrirt und mehrmals mit heissem Wasser ausgewaschen. 
Die auf dem Filter zuriickgebliebene Kohle wird wieder mit 
dem Filter in der vorher benutzten Platinschale getrocknet und 
vollstiindig verascht. Die Asche wird in Wasser unter Zusatz 
von einigen Tropfen verdiinnter Salzsiiture aufgel6st und mit 
dem ersten Auszug vereinigt. Die Losung wird mit Chlor- 
baryvum versetzt, so lange ein Niederschlag entsteht, dann 
barytwasser bis zu deutlich alkalischer Reaction hinzugefiigt, 
abfiltrirt, ausgewaschen, das Filtrat mit) Aetzammoniak und 
kohlensaurem Ammoniak vollstiindig gefiillt, wieder abfiltrirt 
und ausgewaschen. Das gesammelte Filtrat) dampft) man in 
emer Porzellanschale auf dem Wasserbade zur Trockne ab, 
erhitzt) zur vollstiindigen Vertreibung der Ammoniaksalze bei 
heginnender Rothgluth, l6st den Riieckstand in wenig Wasser, 
liltrirt ab, wiischt gut mit Wasser aus, verdunstet die Fliissigkeit, 
vliht schwach und wiegt nach dem Erkalten die Chloralkalien. 

Die Trennung der Chloralkalien wird genau nach der 
Vorschrift von Huppert?!) ausgefiihrt. Da uns kein Glas- 
wollentilter zu Gebote stand, so verfuhren wir folgendermassen : 
Der mit Aether und Alkohol gut) ausgewaschene Niederschlag 
vom Kalitumplatinchlorid wird auf einem Papierfilter gesammelt, 
Init heissem Wasser gel6st, das Filter vollstiindig ausgewaschen, 
die Losung in einer gewogenen Porzellanschale verdunstet, 
der Riieckstand bei 100° C. getrocknet und nach dem Erkalten 
Im Exsiccator gewogen. 


Hoppe-Seyler's Zeitschrift f. physiol. Chemie XXVI. 56 
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1. Analyse. 


15) gr. Tofukara leferten: 
0.0500 gr. KCL NaCl: daraus 0,0413 gr. KCI; 
daraus berechnet: 
0.0260 er. KO 0.0046 gr. Na,O. 
2. Analyse. 
15 gr. Substanz, getrocknet 3.0610 gr., ergaben: 
0.0555 gr. KCL -+- NaCl: daraus 0,0420 er. KCI: 
daraus berechnet: 
0.0264 er. K,O 0,0071 gr. Na,O. 

Aus diesen zwei Analysen geht hervor, dass das Tofukara 
das Kalium in reichlicherer Menge enthiilt, als das Natrium. 
Da die Ausscheidung der fixen Alkalien durch den Harn— im 
Wesentlichen nur vom Verhiltniss abhiingt, in dem die beiden 
Alkalien in den Koérper eingefiihrt werden, so ist) von— vorn- 
herein. wahrscheinlich, dass ber der Fiitterung mit einer” kali- 
reicheren Nahrung die Menge des Kali im Harne die des 
Natrons tiberwiegt. In der That haben wir stets das Kalium 
in grosserer Menge im Harne des mit Tofukara_ gefiitterten 
Kaninchens gefunden, als das Natrium. Als Belege— dafiir 
theilen wir einige Bestimmungen aus dem Harne des mit dem 
oben genannten Futter ernihrten Kaninchens mit. 

1. Analyse. 
60 com. Kaninchenharn enthielten : 
10748 gr. KCL+ NaCl; daraus 0,9204 gr. KCI; 
daraus berechnet: 
05806 gr. KLO 0.0818 gr. Na,O. 
2. Analyse. 

Sd com. Kaninchenharn enthielten: 

1.4332 or. KC]+- NaCl; daraus 1.1706 gr. KCI; 
daraus berechnet: 
0.17384 gr. KO 01391 gr. Na,O. 


1) Huppert, Anleitung -z. qualit. u. quantit. Anal. d. Harns 
1890. oS. 456. 





























Nachdem das relative Verhiltniss der Na- zur K-Aus- 
<cheidung im Harne des gut gefiitterten Kaninchens ermittell 
ist, wenden wir uns nun zur Hauptfrage: Welche Ver- 
inderung erfiihrt das Verhiltniss des Kaliums zum 
Natron im Harne nach der Entziehung der Nah- 
rung? Zur Entscheidung dieser Frage sind folgende Versuche 


angestelll worden: 


1. Versuch. 


Der Versuch begann den 1. Mai 1896 um 9 Uhr Vor- 
mittags und endete den 14. Mai um 9 Uhr Vormittags, als 
das Thier im Kiifig todt gefunden wurde. Die Versuchsergeb- 
nisse sind in folgender Tabelle zusammengestellt. 








Tabelle 1. 
Korper- Harn- KO Nas re 
Datum. gewicht menge React. a nis KO: Nag, 
og Tene in er. in gr. ‘i - kungen 
| 
30. April 96} 2499 Letaier Fiitte- 
[Mai 96 | 2342 | 114.0) Neil | 0.2973 0.0867 1:0.1237 MNS: 
2. » | 2251 56,0 ‘Sauer — 0.3063 OO310 1: O01012 
3. » | 2171 | 460] > 0.2422 O1088 10.4285 
H | 2096 ADO » 0.2013 O1598  1:0,7938 
5. » | 2023] 43.0) » 0.2136 O1189  1:0,5332 
5. | 1954 430 » 0.2215 O1257 1: 05674 
“fl | 1885 | 45,0) » 0.2069 OLTL4 120.5384 
8. | 1815 46.0 » ().2272 0.0695 9 1: 0.3059 
9 » | 1745 | 30,0) >» 01426 0.0799 1:0,5603 
LQ). 1665 33.5 » 0.2146 0.0586 1: 0.2730 
11. » | 1570! 240) >» 01877 0.0349 | 1:0,1859 
12. » | 1489 17.0 » Q.1055 O.O251 1 : 0.2379 
1:3 }1420| 25] » |) 
0.0573 0.0090 1: 0,1L570 
ma + | se 20; » If 





| 
Summe. 2) D4AEO 2.6262 0.9603 














2 Versuch. 


Vom 23. Mai 1896, 10 Uhr 30 Minuten Vormittags. 
wurde ein kriiftiges Kaninchen von 2294 gr. Korpergewicht 
der absoluten Garenz ausgesetzt. Die Beobachtung wurde bis 
zum Tode des Thieres fortgesetzt, der erst am 3. Juni erfolgte. 
Die Alkalibestimmungen wurden alle 2 Tage einmal ausgefiihrt. 
Die Versuchsergebnisse sind in folgender Tabelle zusammen- 








cestellt. 
Tabelle 2. 
ait Harn- KoO Na O iain 
Datum, gewicht menge React. ; ; Ko0 : NagO. 
: in gr. in gr. | kungen. 
in gr. in cem., 
22. Ma 96 2294 | | | Letater Fiitie- 
- “3 | rungstag. 
93, 2153 86.0 Sauer 
’ 0.6506 O1446 | 10,2222 
24. 2052 62.0 | 
25). 1960 DS.0 > oe 
O4544 | OB289 | 1 £0,757 1 


25, [S833 D-+4.0) 


27. » [SLO DO.0 a _ 
04290 | OB179 9 1:0.7410 
YR. 7M) AKO Aaa 


0.4350 ) O1506 — 1:0.3462 
30, 1607 ALO | 
31. Lid 41.0 


0.2901 0,0620 1: 0.2137 | 
Lod 6) «1501 B00 


‘ 

\ 

J 
29, 166k ARO | | | | 
i | 

| 





5. 1470 B.D : 
0.0875 — 0.0283 | 1:0.38234) 

3. 1.0 | . | 
Numme. 2) D670 ' 23266 | 1.0323 | 


Versuch. 


Den 12. November 1896, um 9 Uhr Vormittags, wurde 
einem 2404 gr. schweren Kaninchen die Nahrung entzogen: 
der Hungertod trat erst am 10. December ein. Die Versuchs- 
ergebnisse sind in folgender Tabelle zusammengestellt. 


Tabelle 3. 
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Datum. 


Korper- 


gewicht 


Harn- 


menge 


React. 


KoO in gr. 


Nag) in gr. 


Kol): Nao. 


jemer- 


kungen. 








in gr. | in ecem. 

11.Nov.96 2404 gros 
12. 2288 | 58,0 Veuiral 0.2561 0.0025 | 1: 0.0097 
13. 2210) | 38,0 Sauer | 0.2065 0.040 | 1: 0.2179 
14. P1556 | 32.0 0, 1807 0.0765 120.4233 
15. — 2100 | 30.0) » | O.1832 O.O800 | 1: 0.4366 
6. | 2053 | 23,0) » | 01497) 0.1129 |41:0,7541 
17. 2009 | 23.0 | O.1596 O.0879 | 120.5430 
IS. 1967 | 20,0) — OL457 0.0463 120.3177 
19. 1929 | 22.0 0.12565 0,056 10,4426 
21) [890 | 20,0» | 0.1859 0,0518 | 10,3774 
2 1852) 180 > | 01125 0.0879 | 1:0,3368 
22. 1820 | 18.5 | O1211 O.028% | 1 :0,2545 
23, i781 | 21.0 | 01682 | 0.0266 | 10.1629 
24 1735 | 16,0 » | 01397 | 0,0038 | 1: 0,0272 
25 L709 15.0 Q,1225 | 0.0030 1: 0.0264. 
26, » | 1677} 18,0 | Dae el 
27. 1639 | 18,0 © 0,1302 | 0,0165 | 10,1267 
2s, 1604 | 18,0 01216 | 0.0417 120.3429 
20) 1567 | 23.0 » | O.1d85 | O.0OLS0 | 1: 0.0945 
30. 1539 | 10,0 0.0934 | 0.0059 1:0,0631 
I. Dec.96) 1505 | 17,0 0.1290 | 0.0066 > 1:0,0511 
2 1465 21,0 0.1299 | 0.0178 1:0,1370 
°. 1432 19,0 01373 | 0.0019 1: 0,0138 
b. 1403 11,0 > 0.0695 | 0.002% 1: 0.0845 
5, 1367 220) » 01534 | O01 1:0,1723 
0. 1337 190) 01531 | O.O104 1: 0,0679 
7. 1305 19.0 0.1249 | OOLBL 1: 0,1048 
a 1269 | 24.0 0.1760 O.0OL41  1:0,0801 
9. 1225 | 24,0 > Die Bestim- 





mungen sind 
missiungen 
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Wie aus vorliegenden Tabellen ersichtlich ist, betragt die 
Quantitiét der Alkalien, die das Kaninchen vom Beginn des 


Hungers bis zum Tode verlor: 
im 1. Versuche 2,626 gr. K,O, 0,9603 gr. Na,O, 
2. . 2.3266 » K,O, 1,0523 » Na,O, 
3. 3.7)D88 K,O, 0,7742 » Na,O. 

Hinsichtlhich der Veriinderungen, die das relative Ver- 
hiiltniss des Natrons zum Kali bei der Carenz erfiihrt, stimmen 
unsere Beobachtungen nicht ganz mit den Angaben von Munk! 
iiberein. Nach den Untersuchungen, welche Munk?) an 
hungernden Menschen angestellt hat, sollte beim Hungern der 
Harn nach und nach reicher an Kali als an Natron werden. 
da die Kochsalzzutuhr authort und die kalireichen Gewehe 
zerfallen. Dagegen kommt beim hungernden Kaninchen  nie- 
mals eine Zunahme des Kalis gleich nach der Entziehung der 
Nahrung zum Vorschein, sondern es findet sogar vom = 1. oder 
2. Hungertage bis zum 7. oder &. eine allmiihliche Abnahme 
der Kaliausscheidung statt, wiihrend in dieser Zeit die Natrium- 
ausscheidung mehr oder weniger vermehrt ist. Das Verhiiltniss 
der Ausscheidung an Kali und Natron, welches vom 7. oder 
& Hungertage bis zum Tode zur Beobachtung kommt, steli! 
aber im Einklang mit dem, was Munk bei hungernden Menschen 
gefunden hat: es gehen die Zunahme des Kalis und die Ab- 
nahme des Natrons ziemlich regelmassig Hand in Hand. 

Die geschilderte Abweichung unserer Versuchsergebnisse 
von den Angaben Munk’s kann vielleicht durch die Verschieden- 
heit der Erniithrungsverhiiltnisse erkliirt werden. Dass bei der 
gemischten Kost) der menschliche Urin fast doppelt so viel 
Natron als Kali enthialt, ist wohl darauf zuriickzufiihren, das- 
der Mensch gewohnlich das Kochsalz mit seiner Nahrung aut- 
nimint. Mit Recht sagt Munk:?) «Nun tiberwiegen zwar sowolll 
in manchen animalischen (Fleisch, Mileh) als in den meisten 
pllanzlichen Nahrungsmitteln (Cerealien, Hiilsenfriichte, Kar- 
toffeln. Gemiise) die Kalisalze tiber die Natronsalze, allein da 
wir den Speisen bei der kiichengemiissen Zubereitung Kocli- 
salz, je nach der Geschmacksrichtung in mehr oder minder 


1) Munk, Virchow’s Archiv, Suppl. z. Bd. 131, 8. 150. 
2) Munk, a. a. ©. 
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reichlicher Menge, zumeist als Wiirzstoff, hinzusetzen, resultirt 
im Grossen und Ganzen ein Ueberschuss in der Eintuhr von 
Natronsalzen iiber die Kalisalze. Daher scheidet) auch der 
Mensch bei gewoOhnlicher Nahrung durch den Harn reichlicher 
Natron als Kali aus.» Da nun das Futter fiir unsere Kaninchen, 
wie bereits angegeben ist, mehr die Kalisalze als die Natron- 
<alze enthiilt, und demgemiiss die ersten in reichlicherer Menge 
als die letzteren im Harne ausgeschieden werden, so muss die 
Veriinderung des relativen Verhiiltnisses der Na- zur Wk-Aus- 
<cheidung, die sich vom 1. oder 2. bis zum 7. oder &. Hunger- 
tage geltend macht, so gedeutet werden, dass in diesem Zeit- 
raum irgend ein Gewebe, welches jirmer an Kali und reicher 
an Natron ist, als das Futter selbst, dem Zerfall anheimfiilt. 
Nun fand J. Katz!) in 1000 Theilen des frischen Kaninehen- 
fleisches 4,7949 K,O und 0,6663 Na,O. Nach Oidtmann?) 
soll die Leber WKalisalze dreimal mehr als Natron enthalten, 
withrend in der Milz 3 Theile Natron auf 1 Theil Kali treffen. 

Vergleicht man die oben angefiihrten Zahlen der Alkalien in 
verschiedenen Organen mit denjenigen der Alkalien in Tofukara, 
<0 findet man, dass die Leber und die Milz iirmer an Kali 
und reicher an Natron sind als Tofukara, wiihrend das Muskel- 
fleisch das umgekehrte Verhiiltniss zeigt. Die Erfahrungen an 
hungernden Menschen und Thieren lehren uns, dass beim 
Hunger ausser Fett und Muskel vorwiegend die Leber und die 
Milz zerfallen. Im Anfangsstadium des Hungers setzt sich die 
Summe der durch die Nieren ausgeschiedenen Alkalien aus 
folgenden Groéssen zusammen: erstens den beim Zerfall des 
Leber- und Milzgewebes frei gewordenen Kali- und Natron- 
salzen, zweitens den aus der eingeschmolzenen Muskelsubstanz 
herstammenden Alkalien, drittens dem aus dem Darm resor- 
hirten Theil. Im Darm befindet sich zuniichst noch ein Alkali- 
vorrath, der aus der voraufgegangenen — Erniihrungsperiode 
stammt. Zieht man dies Alles in Betracht, so liisst) sich wohl 
denken, dass im erwiihnten Stadium der Harn kalijirmer und 
natronreicher sein muss, als in der Zeit, wo das Thier aus- 


1} Katz. Pfliiger’s Archiv, Bd. 63, S. 42. 
-; Oidtmann, bei Munk citirt: A. a. O. 
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schliesslich mit) Tofukara ernihrt war und nur die mit dem 


letzteren zugefiihrten Alkalien zur Ausscheidung kamen. Daher 
ist kaum daran zu zweifeln, dass der Unterschied. 
der in Bezug auf das relative Verhiiltniss der Kali- 
zur Natronausscheidung zwischen unseren Versuchs- 
ergebnissen und den Beobaehtungen von Munk. be- 
steht, durch die Verschiedenheit des Versuchsobjects 
und des Ernédhrunegsverhiltnisses bedingt ist. 

Die Verinderung, die das relative Verhiltniss 
der Wali- zur Natronausseheidung vom 7. oder. &. 
Hungertage bis zum Tode zeigt, hilt mit dem Umsatz 
der kalireichen Gewebe gleichen Schritt. 

II. Die Ausscheidung von Kalk und Magnesia im Harne. 

Von den omit’ der Nahrung in den Korper eingeftihrten 
Kalksalzen wird nur ein kleiner Bruchtheil durch die Nieren 
ausgeschieden. Der bet Weitem gréssere Theil der resorbirten 
Kalksalze kommt nach dem Uebertritt ins Blut durch = die 
Darmschleimhaut wieder zur Ausscheidung. Dass aber beim 
Hungern der im Harne ausgeschiedene Kalk seinen Ursprung 
dem zerfalienen) Gewebe verdankt, daftir) spricht) schon der 
linstand, dass die Ausscheidung dieses) Erdalkalis mit der 
Dauer der Inanition mehr und mehr zunimmt. 

Was die Ausscheidung der Magnesia anbetrifft, so ent- 
hilt ber der gemischten Kost der menschliche Harn stets mehr 
Magnesia als Kalk. Dies kann offenbar nur dadureh erkliir 
werden, dass die meisten unserer Nahrungsmittel reicher an 
Magnesia sind als an Kalk, und dass die von der Darmschleimhaul 
resorbirte Magnesia viel leichter durch die Nieren eliminirt werden 
kann, als der Kalk. Dass aber im Hungerzustande sich das 
normale Verhiltniss zwischen Magnesia und Kalk umkehrt. 
konnte schon Munk?) nachweisen: er fand niimlich, dass be! 
einem Hungerkiinstler, Cetti, am 9. Hungertage etwa doppell 
so viel Kalk im Harne ausgeschieden wurde als Magnesia. 

Ob beim hungernden Pflanzenfresser auch die alkalischen 
Erden bis zum Vode durch die Nieren ausgeschieden werden. 
ferner wie das Verhiiltniss des Kalks zu Magnesia steht, endlich 


1) Munk, Il. c. 


































ob das normale Verhiiltniss zwischen den beiden alkalischen 
Krden sich im Lauf des Hungers” veriindert, ist) vollig ins 
Dunkel gehillt. Zur Entscheidung dieser Fragen haben wir 
folgende Versuche angestellt. 

Da wir zu Versuchen nur die mit Tofukara’ getiitterten 
Kaninchen benutzten, schien es zweckmiissig zu sein, zuerst 
den Gehalt des Tofukara an Walk und Magnesia zu ermitteln. 

1. Analyse. 


20 gr. Tofukara enthalten: 


HO 16,232 gr. 
Trockensubstanz 3.768 
Asche O.1685 
Cad 0.0525 
MgO 0.0130 


2. Analyse. 


20 gr. Tofukara enthalten: 


H,O 16.7183 er. 
Trockensubstanz 3.2817 
Asche 0.1312 
CaQ 0.0244 
MeQ 0.01142 


3. Analyse. 


20 gr. Tofukara enthalten: 


H,0O 15.8435 — er. 
Trockensubstanz 4.1565 
Asche 0.1645 
CaO (0.0260 
MeO 0.01387 


Wie aus den Analysen hervorgeht, enthalt das Tofukara 
stets mehr Kalk als Magnesia. Wenn bet magnesiareicherer 
Kost die absolute und relative Mehrausscheidung von Magnesia 
erfolgt, so liisst sich wohl annehmen, dass bei dem mit To- 
lukara gefiitterten Kaninchen der Kalk reichlicher) im = Harn 
ausgeschieden wird als die Magnesia. Dies ist) durch nach- 
stehende Versuche voéllig bestiitigt worden. 

Zur Bestimmung des Kalkgehalts im Harne versetzt man 
den zuerst mit Ammoniak!) alkalisch gemachten und dann 
Init Essigsiiure angesiiuerten Harn mit oxalsaurem Ammoniak, 
liisst 12 Stunden stehen. filtrirt, wiischt den Niederschlag mil 


1) Der Harn des Hungerkaninchens reagirt bekanntlich sauer 











heissem Wasser erst durch Decantiren, dann auf dem Filter 
wus. trocknet ihn und fiihrt ihn durch starkes Glihen in Cal- 
clumoxyvd fiber. Zur Bestimmung der Magnesia wird die vom 
oxalsauren Kalk abfiltrirte Fliissigkeit mit Ammoniak im Ueber- 
schuss versetzt und 12 Stunden stehen gelassen. Die gut ab- 
vesetzte) phosphorsaure Ammoniakmagnesia sammelt man auf 
einem Filter von bekanntem Aschengehalt, wischt mit ammoniak- 
haltigem Wasser gut aus, trocknet, gliiht und wiegt als Mg, P50. 


4. Versuch. 
Kin 2626 er. schweres WKaninchen, dem vom 14. October 


ab die Nahrung entzogen wurde, starb am 3t. October. Die 
Versuchsergebnisse sind in foleender Tabelle zusammengestellt, 








Tabelle 4. 
mOrper- Harn- Ca0 Meo 
Datum. gewicht menge — Reaction, ; Bemerkungen 
in gr. in gr 
in gr. in com. 
Ib. Dee. 96 2626 120) alkalisch = -O,1365 OAL1O — Letzter Fit 
lj DEYN rath) echwach lates alias 
: bas ie : alkalisch O.1905 0. 1: SI 
1. 2397 =| «+A sauer | | 
aD 23511 a 
0.1209 \ 0.087 Von dem am 
Li 2238 ii j f * nib ; 
aulgerangenel 
Is AWE if) ) | Harn ist bei ae 
0.0642 0.0361 Untersuchung 
1 2129 12 j j = we nig ver 
oren gegangen 
i) ODS iS | - | 
0.0796 0.0502 
ai. 2OO0 eae) { f 
oe L935 5 4 \ Sa | 
oo : O,15354 O.O6L0 
23. 8750} 42 { J 
24 IS10 i) 
an = a l oasz2 l o.0K03 
23 174) 4 J j 
D4) 167 { , | - | 
0.2078 0.0677 
27 15099 i j { 4 
28 1512 2 ea 
0.2415 0.0858 
a) 1426 9 | | 
1) 1350 a3 | : ) 
‘haat eee 









0,7) | Ss 





Summe.. 925 L469 








5. Versuch. 











Kin Kaninchen von 1186 gr. Korpergewicht wurde den 
24. November 1896) auf die absolute Carenz gesetzt und 
starb den 11. December. Die in dieser Periode gewonnenen 
Versuchsresultate sind in der folgenden Tabelle  zusammen- 
vestellt. 
Tabelle 5. 
a Harn- Cad Meo 
Datum. gewicht mene React. ‘ Bemerkungen. 
, , in gr. in gr 
In gr. In cem. 
saleable! 2187 l48 | alkalisch | 0.2036 O.0778 | Letzter  Fiitte- 
Ps S rungstag. 
26, » | 2099 D2 | schwach sauer | ) \ dl 
| | ¢ 0.1225 O.Q995 | 
rt | 2027 39 | sauer J 
DS, | 1972 | 37 | | oe 
| | 7 0.0300 0.0550 | 
2) [922 Bh J j | 
30. i880) | 33 CF ) \ —— 
| 7 0.0500 0.0477 | 
I. Dee. 96, 1833 30 J f 
2 | 1780 33 ) Bi oe 
ecm - r 0.0705 | O0473 | 
3. | 1749 28 | | 
| | | | 
’ | 1704 31 ‘| : 
| | | 0.1125 0.0491 
i >» | 1659 | 30 | J J 
| | | | 
(, | 1617 39 
| \ O.1 150 — 
7. | 1564 30 | J | 
| 
X. | 1510 33 \ FeO 
| | 0.1100 Q,0550 | 
Q. | 1462 | 30 J J 
LO, | 1425 | 28 
| 0.0810 ae 
1. | 1390 24 | J 
|Summe.. 679 | O.893 | O4ABSLE | 
| | | 
6. Versuch. 
Kin 3825 ger. schweres Kaninchen erhielt seit 11. Miirz 1807 
keine Nahrung und starb am 28. desselben Monats. Die 


Versuchsergebnisse sind in der folgenden Tabelle zusammen- 


gestellt. 
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Tabelle 6. 
eo | Cad MgO 
Datum. | gewicht menge React. Bemerkungen 

™ gr. _ com. in gr. in gr. 
10. Marz 97 BS25 280 alkalisch ),.2800 01530 | maieeinl Fiitte- 
11. » Bd10 | 186) neutral | 0.1290 O1319 macitiel 
12, » 3388 60 sauer | O,OL2+4 O,1174 
13. > 3287 | 5b ; 0,0126 0,0978 
lf. > $212 42 ; 00267 | 0,0760 | 
15. > 3140 | AB | — 0.0426 | 00759 | 
16. 8070 | 38 : 0.0432 | 0,0748 | 
17, >» 3002 | 38 0.0550) | 0.0685. | 
Is. 2928 | 35 | 0.0553) | 0,0610 
19s 2862 | 39 0.0792. 0,0609 
21), 2798 | 39 , 0.1042 | 0,0601 | 
21. 2723 | 37 0.1128 | 0.0593 | 
22,» 2644 2] >» 0.1366 | 0.0555 | 
23.» 2566 52 0.1661 | 00556 | 
24. 2471 DI » — OA898 | 0.0548 
25. >» 9372 | 57 . | 0.2477 | 0.0530 | 
26, 2254 Q2 | 0.2928 | 0.0507 | 
a7. 2107 102 | O.3018 | 0.0522 
DS. 1960 M21. % 0.2673 | 0,0458 | 

Summe 1391 | 25551 | 13990 | 


Aus den Tabellen sieht man, dass der Harn fiir den 
iitterungstag stets mehr Ca enthilt als Mg, was wohl durch 
den Gehalt der aufgenommenen Nahrung an Ca und Mg er- 
kliirbar ist. Sehr auffallend ist die Beobachtung von Bunge,') 
nach welcher selbst ber der Ernihrung mit dem = magnesia- 
reicheren und kalkiirmeren  Nahrungsmittel mehr Kalk im 
Harne ausgeschieden wird als Magnesia: er fand-' niimlich 
O328 er. CaO und 0.29% gr. MgO im Harne, der bei zwel- 


liigiger ausschliesslicher Ernahrung mit Rindfleisch am = zweiten 


1) Bunge, Lehrbuch d. physiol. Chem., 2. Auflage, 1889, 8. 314. 
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Tage gesammelt worden war. Wodurch diese Mehrausscheidung 


des Kalks bedingt ist, muss vorliiufig dahingestellt’ bleiben. 

Die Quantitiit der alkalischen Erden, die vom 1. Hunger- 
tage bis zum ‘ode im Harne entleert: ist, hiingt im Wesent- 
lichen vom Ernihrungszustande des Thieres ab. So ersehen 
wir aus den vorstehenden Tabellen, dass das vierte Kaninchen 
an den 18 Hungertagen 1.4691 gr. CaO und 0.7578 gr. MgO 
entleerte, wihrend das sechste Kaninchen im gleichen Zeitraum 
2.5281 er. CaO und 1,599 gr. MgO ausschied. Es liisst) sich 
jedoch durchaus nicht leugnen, dass die Zeitdauer der Inanition 
einen Einfluss auf die Ausscheidung von Cai und Mg ausiibt. 

Wie aus den Tabellen ersichtlich ist, zeigen alle Versuche 
iibereinstimmend, dass die Ausscheidung des Kalks einige Tage 
nach der Entziehung der Nahrung absinkt und vom 4. Hunger- 
tage bis zum Tode wieder langsam ansteigt. 

Die Ausscheidung der Magnesia, die vom 1. Hungertage 
his zum Tode erfolet, scheint auch vom Erniihrungszustande und 
der Dauer der Inanition abhiingig zu sein. Beim 4. Kaninchen 
wurden vom 1. Hungertage bis zum Tode, also an 18 Hunger- 
lagen, O,7978 gr. MgO entleert: das 5. Kaninchen gab an 16 
Hungertagen 0.4314 gr. MgO durch den Harn ab; das 6. Kaninchen 
schied am 18. Hungertage 1,399 gr. MgO im Harne aus. Die 
Veriinderungen, die die Mg-Ausscheidung im Verlauf des Hungers 
erleidet, sind nicht so complicirt wie diejenigen der Ca-Aus- 
scheidung. Die in 3 Tabellen cingetragenen Werthe zeigen ein 
allméhliches und stetiges Sinken. 


Okayama, den 5. December 1898. 











Ueber die Einwirkung des Schwefelwasserstoffs und der Sauren 
auf den Blutfarbstoff. 
Von 
Erich Harnack. 


Mit einer Abbildung. 


(Aus dem pharmakologischen Institut zu Halle a. 3.) 


(Der Redaction zugegangen am 19, Januar 1899.) 


Unsere Kenntniss von den Veriinderungen, die unter der 
Kinwirkung des Schwefelwasserstoffs der rothe Blutfarbstot! 
erleidet, gehen auf die fundamentalen Untersuchungen zuriick. 
welche Hoppe-Seyler in den 60er Jahren bekannt machte. 
Wir sind seitdem nur wenig dariiber hinausgekommen. Mit 
Recht galt Hoppe-Sevler auf dem = ganzen Hiimoglobin- 
gebiete fiir eine unbestrittene Autoritiit: das Thatsiichliche seiner 
Untersuchungen iiber Sulfhitmoglobin wurde von spiiteren For- 
schern wiederholt bestitigl, und man acceptirte ruhig auch die 
Schlussfolgerungen, die er aus seinen Versuchen gezogen hatte 
und in allen seinen zusammenfassenden Werken tiber  physio- 
logische Chemie wiederholte. Bis auf den heutigen Tag scheint 
niemand, was doch immerhin merkwiirdig ist, erkannt zu 
haben, dass Hoppe-Sevler sich in’ Betreff dieser ganzen 
Frage in einem Kreise von Widerspriichen bewegt hat, ohne 
sich, wie es den Anschein hat, dessen selbst vollbewusst zu 
werden. rz 

Nach Hoppe-Seyler soll das Oxyhiimoglobin durch 
HS zuerst reducirt und dann das reducirte Hiimoglobin weiter 
beeinflusst werden: dagegen soll, wenn von vornherein sauer- 
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stofffreies Hiimoglobin gewihlt wird, der H,S aut letzteres gar 


nicht einwirken! Hieraus wiirde hervorgehen, dass tiberhaupt 
nicht der H,S, sondern nur der H,S im Bunde mit dem Sauer- 
stoff das wirksame Agens repriisentirt, was, wie ich unten 
niher darlegen werde, wieder in verschiedener Weise aufgelasst 
oder gedeutet werden kénnte. Zuniichst halte ich mich tir 
verpflichtet, auf die Widerspriiche im = Einzelnen hinzuweisen, 
und zwar unter moéglichst worthcher Anfiihrung aller) wich- 
tigeren Belegstellen. Ich lasse dabei zuvérderst Hoppe-Seyler 
selbst reden, sodann seine Schiller und einige andere Autoren. 
Die theilweisen Unterstreichungen in den Citaten rithren von 
mir her. was in der Absicht geschehen ist, einzelne Punkte 
hesonders hervorzuheben. Zusiitze in’ Eckklammern sind von 
meiner Hand hinzugefiigt. 

1. Aus der ersten Mittheilung Hoppe-Seyler s?) fihre 
ich Folgendes an: 

dass Schwefelwasserstoff... «die Absorptionsstreifen, 
welche Blut im Spectrum zeigt,...nicht aufhebt, dass da- 
gegen ein neuer Absorptionsstreif im Roth erscheint, der bei 
Verdiinnung friiher verschwindet, als die dem = Héimatoglobulin 
eigenthiimlichen Absorptionsstreifen . .. 

Ich habe mich nun iiberzeugt, dass diese schmutzige 
Fairbung nur dann eintritt, wenn das Blut Sauerstoff enthélt, 

dass das Hiimatoglobulin durch Schwefelwasserstoff allein 
hicht veréindert wird, dass dasselbe jedoch durch Schwefel- 
wasserstoff und Sauerstoff, wenn beide zusammenwirken, all- 


mahlich zerstOrt wird. Leitet man durch frisches defibri- 
nirtes und... verdiinntes Blut in miissig schnellem Strome CO, 


bei Bluttemperatur etwa eine Stunde lang und lisst) dann, 
wihrend fortdauernd die atmosphiirische Luft sorgfiiltig ab- 
gehalten wird, Schwetelwasserstoff durch das verdiinnte vends 
gemachte Blut [ist es wirklich nur vends gemacht ?} streichen, 
so findet weder eine Farbeniinderung noch eine Triibung statt... 
Bringt man dagegen die erst mit CO,, dann mit Schwefel- 
Wasserstoff gesiittigte Blutlésung mit atmosphiirischer Luft) zu- 


1, Hoppe-Seyler. Medic. Centralblatt: 1863, Nr. 28. 
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sammen, so tritt durch die atmosphiirische Luft dieselbe Miss- 
farbe ein, welche im bereits sauerstoffhaltigen Blute dure}; 
Schwetelwasserstolf erzeugt wird. Leitet man mit Schwefel- 
wasserstoff beladene atmosphiarische Luft liingere Zeit durch, 
eine Blutlbsung, so findet bald eine sehr starke Schwefel- 
abscheidung statt, nachdem das Blut schmutzig griin in diinnen 
Schichten geworden. Ist. 

2. In der zweiten Mittheilung von Hoppe-Sevler'; 
heisst es (S. 151): 

Hiimoglobinl6sungen, welche sauerstofffrei waren, zeigten 

ber anhaltendem Durchleiten von Schwefelwasserstoff k eine 
Zersetzunge*) oder sie trat erst nach mehreren Tagen be- 
merkbar ein: ebenso werden mit Aetzammoniak  versetzte 
Hiimoglobinl6sungen durch Schwefelwasserstoff nicht in kurzer 
Zeit zersetzt.> |*) oben heisst es indes: «nicht verinder|! 
wird » |. 
(iS. 152) Bei der niheren Untersuchung des Vorganges 
der Einwirkung des) Schwefelwasserstoffs auf Oxyhimoglobin 
zelgte es sich, dass hier mehrere Processe gleichzeitig vor sich 
gehen oder aufeinander folgen. Die erste Einwirkung, die auch 
in der ammontakalischen Losung sich zeigt, ist die Trennung 
des lose gebundenen Sauerstoffs vom Hiimoglobin 
vel. damit oben das erste Citat}....» 

Withrend nun ausser dieser Sauerstoffentziehung in der 
ammoniakalischen Blutfarbstoffldsung keine weitere Zersetzung 
erfolet, tritt in der neutralen sehr bald eine) Einwirkung ein, 
als deren Zeichen ein Absorptionsstreifen im Roth erscheint. 

iS. 15%) ©... ist es unzweifelhaft, dass das zuniichst 
durch Schwefelwasserstoff aus dem Oxvhiimoglobin  ge- 
hildete Produkt, so nahe es dem Hiimoglobin oder dem Hiimatin 
‘Hoppe-Sevler unterscheidet damals die Begriffe Hamatin und 
Methiimoglobin » noch nicht sicher) in der Zusammensetzung 
stehen mag, doch von beiden zu unterscheiden ist... . Der 
Korper... zerlegt sich bei der weiteren Einwirkung von Schwetel- 
wasserstofl, wiihrend der Sauerstoff weder bei seiner Dar- 


1) Hoppe-Seyvler, Medie.-chem. Untersuch. Berlin 1866—71, 
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stellung |?!) noch nachher einen wesentlichen Einfluss auf ihn 
auszuiiben scheint.» (Dieser Widersprach mit allem Obigen und 
Folgenden ist unauflOsbar; gemeint kann nur sein, dass der 
Sauerstoff allein keinen Einfluss ausiibt, aber auch das 
bleibt unklar: denn man begreift dann nieht recht, warum sich 
das Sulfhamoglobin nicht isoliren léisst}. 

3. Kktwa 15 Jahre spiiter schreibt: Hoppe-Seyler?) 
Folgendes: 

Wihrend SH,-Alkaliverbindungen, wie Schwefelammoe- 
nium, nur reducirend wirken, solange sie nicht tn grossem 
leberschuss zugesetzt sind, wird der freie Schwetlel- 
wasserstoff mit einer Oxyvhiimoglobinl6sung in der Weise zer- 
leet, dass eine dem Methiimoglobin sehr iihnliche Verbindung 
entsteht, welche nachweisbar Schwefel in sich aufgenom- 
men hat. 

(Wenn Hoppe-Seyvler auf derselben Seite sagt, der 
Absorptionsstreifen im Roth sei ein wenig mehr nach 
dem Anfang des Spectrums hingeriickt, als der im Uebrigen 
ihm vollig gleichende Streifen der MethiimoglobinlOsungen, so 
ist das sicher nur ein lapsus calami, da seine in den «Medi- 
cinisch-chemischen Untersuchungen» ausfithrlich mitgetheilten 
Messungen, sowie die von ihm gegebenen Abbildungen ?) gerade 
das Gegentheil klar erweisen. | 

i. An einem anderen Orte schreibt: Hoppe-Sevylers) 
Folgendes: 

« Leitet man AsH, oder SH, durch Hiimoglobinlésung, so 
wird dieselbe ebenso wenig wie durch die Fiiulniss zersetzt. 
Leitet man dagegen die genannten Gase durch Oxyhiimoglobin- 
losungen, so tritt ein Absorptionsstreifen tin Roth bei der Spectral- 
untersuchung hervor, welcher mit dem des Methiimoglobins unter 
Umstiinden gleiche Stellung zu haben scheint {| 


1) Hoppe-Sevler, Physiologische Chemie. Berlin L881, 5. 386, 
“-) Vel. Hoppe-Sevler und Thierfelder, Physiologisch-chem. 
Analyse. 6. Aufl. Berlin 1893. S. 283. Fig. 1. Nr. 4 u. 8 — Siehe auch 
unten meine eigene figiirliche Darstellung. 


3) Hoppe-sSevler. Zeitschr. f. physiol. Chemie, Ba. [. 1877, 5. 134. 
\ pin 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, XXVI. O7 
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5. Und wieder an einem anderen Ort!) heisst es: 


Schwefelmethimoglobin entsteht aus  Oxvhiimoglobin. 
nicht aus Hiimoglobin durch Einwirkung von Schwefelwasser- 
stoff. Alkalisches Blut oder die sehwach alkalischen Oxyhiimo- 
globinlosungen, mit wenig SH, behandelt, werden zuniichs| 
zu Hiimoglobinlésungen reducirt {vgl. damit das aller 
erste Citat|: leitet man aber Schwefelwasserstoff und = Sauer- 
stoff gleichzeitig ein oder wirkt SH, auf reine neutrale Oxy- 
hiimoglobinl6sung, so bildet sich unter starker Aenderung der 
Kirbung Schwefelmethiimoglobin aus. 

6. In Hoppe-Seyvler’s «Medicinisch-chemischen Unter- 
suchungen» findet sich eine zweite auf den Gegenstand beziiv- 
liche Publication von Diakonow (S. 251) {f.). Dieser zeivt, 
dass Schwefelwasserstoff und Blutalkahen  zuniichst Sultide. 
Hydrosulfide resp. Polysulfide bilden, die allméhlich zu Hypo- 
sulfiten und Sulfaten) oxydirt werden. Ferner) bemerkt der 
Autor wortlich: 

Versuche von Hoppe-Sevler haben gezeigt, dass beim 
Durchleiten von Schwefelwasserstoff durch  Oxvhiamoglobin- 
lOsungen sich zuerst die Farbe der Lésung veriindert und der 
Blutfarbstoff selbst eine solche Veriinderung erleidet, dass cr 
schon keinen Sauerstoff aus der Luft} mehr anziehen kann. 
und dass erst dann, bet weiterer Einwirkung des Schwetlel- 
wasserstoffs, sich aus zerlegtem Himoglobin ein viel Schwete! 
in sich haltender brauner Korper bildet, wobei sich Albumin- 
stoffe |?) und Schwefel ausscheiden.» {Nicht der O, des Oxy- 
hiimoglobins, sondern der O, der Luft bewirkt nach Diakono 
diese Zersetzung |. 

Nach Versuchen von Prof. Hoppe-Seyler bewirkt re- 
ducirtes Hiimoglobin bei Absehluss der Luft keine Aus- 
scheidung des Schwefels aus durchgeleitetem Schwetel- 
wasserstoll; Oxvhiimoglobin wird unter solchen Verhiiltnissen 
zuerst reducirt: es kann also dann auch keine Sechwete! 


7 


1) Hoppe-Seyler und Thierfelder, Physiol.-chem. Analy; 
6. Autl., Berlin 1893, S. 281 ff. 
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ausscheidung verursachen, wenn keine Luft damit in Be- 
riihrung kommt. » 

7. Lewisson!)  bestiitigie den Versuch von Hoppe- 
Seyler. wonach H,S eine Blutl6sung, die zuvor  energisch 
mit CO, behandelt, nicht zersetzt. Der Effect blieb aber auch 
aus, wenn er zuvor das blut (statt mit CO,) mit CO oder mit 
H, iibersiittigt hatte. Wurde aber dann H,S gemischt mit Luft 
durchgeleitet, so trat) sofort Zersetzung der Blutprobe— ein. 
Lewisson verglich auch die Wirkung des H,S auf das Blut 
mit der des H,As und H,Sb, konnte aber im Gegensatz zum 
Schwefel selbstverstiindlich nie eine Abscheidung von As 
oder Sb wahrnehmen. Er schliesst, wie Hoppe-Seyler= in 
seiner ersten Mittheilung, auf eine Ozonisirung des O, durch 
das Blut. 

8. Araki’) geht im Allgemeinen von Hoppe-Seyvler’s 
Thatsachen und Schlussfolgerungen aus, weist aber nach, dass 
neben dem = Streifen des Sulfhimoglobins sowohl die des 
Qxvhiimoglobins’) als auch der des Hiimoglobins — vor- 
handen sein konnen [dass also nicht erst alles Oxyhimoglobin 
reducirt. seins muss, ehe sich Sulfhimoglobin bildet|. Araki 
misst ferner die Lage des Sulfhiimoglobinstreifens im Spectrum 
und zeigt, dass das Sulfhiimoglobin durch Natronlauge = zu 
Hiimochromogen wird. Das von thm aus dem Sulfhiimo- 
globin erhaltene Hiimatin unterschied sich von dem aus 
Methiimoglobin» erhaltenen in keiner Weise, war auch nicht 
schwefelhaltig. Dennoch erhielt Araki aus dem Produkte des 
Sulfhimoglobins keine Hiiminkrystalle, die auch Hoppe- 
Seyler?) nicht hatte erhalten kénnen. 


1) Lewisson, Virchow’s Archiv Bd. XXXVI (1866), 5. 15 ff. 

2) Araki, Zeitschr. f. physiol. Chemie, Bd. XIV, 1890, 5. 412. 

3) Lewin bildet auf der Spectraltafel seines Lehrbuchs der 
Toxikologie (2. Aufl. Wien u. Leipzig 1897) den Sulfhimoglobinstreifen 
vollig richtig sowohl neben denen des Oxyhimoglobins, wie neben dem 
des Hiimoglobins ab. — Fiir das Frosechblut habe ich die Lage des 
Sulfhiimoglobinstreifens neben den beiden Streifen des Oxyhiimoglobins 
genauer dargestellt (vergl Harnack, Archiv f. exper. Pathol. u. Phar- 
makol., Bd. XXXIV, S. 162). 

4) Hoppe-Seyler, Medicin.-chem. Untersuchungen, a. a. O. 8. 155. 
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Der ber der Zersetzung des Blates durch H,S -- QO, sich 


ausscheidende Niederschlag besteht aus Schwefel und. viel- 


leicht noch aus anderen Substanzen, unter denen sich jedoch 
keine Globulinkérper finden. 

9 Kiihne!) wiederholt Hoppe-Sevler's Angabe, dass 
auf Himoglobin, das durch Reduction des Oxyhiimoglobins 
durch CO, (oder H,) entstanden, Schwefelwasserstoff tiberhauy 
nicht einwirkt. 

10. Neumeister?) dagegen sagt wortlich: «Leitet man 
nur Schwefelwasserstoff und nicht zugleich Luft in eine Oxy- 
hiimoglobinl6sung ein, so wird dieselbe lediglich zu Hiimoglobin 
reducirt. Unter diesen Umstiinden kommt also auffallender 
Weise cine Verbindung des HS mit dem Blutfarbstoff nicht 
zu Stande.» {Diese Formulirung kann jedenfalls nur aus einem 
Missverstiindniss des Autors hervorgegangen sein und steht mit 
allen Angaben Hoppe-Sevler s und Araki s im Widerspruch: 
nur aus den Darlegungen von Diakonow koénnte Neumeister 
diese Auffassung hergeleitet haben. | 

lech will, um nicht zu weitschweifig zu werden, die zalhi- 
reichen einzelnen) Widerspriiche und Abweichungen, die in 
allem Vorstehenden enthalten sind, nicht recapituliren, dem 
aufmerksamen Leser werden sie nicht entgangen sein. Die 
Hauptfrage ist es, der ich mich gleich zuwenden will. Soviel is! 
jedenfalls sicher: Hoppe-Sevler und nach ihm alle Uebrigen 
sind der Meinung, dass Schwefelwasserstoff véllig sauer- 
stofffreies Hiimoglobin ganz unbeeinflusst liisst, dass 
er tiberhaupt nicht fiir sich, sondern nur im Bunde 
mit dem Sauerstoff auf den Blutfarbstoff einzuwirken 
vermag. 

Mit diesem Cardinalsatze lassen sich indes, was noch 
niemand empfunden zu haben scheint, gewisse bisher bekann 
eewordene Thatsachen nicht wohl vereinigen. 

Kinmal gibt Hoppe-Sevler selbst an, dass durch einen 


| 


1) Kithne, Lehrbuch der physiolog. Chemie, Leipzig 1868, 5. 215 
2, Neumeister, Lehrbuch der physiolog. Chemie, 2. Aui! 


Jena 1897, S. 378. 
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erossen Ueberschuss von Schwefelammon der Blatfarbstoff nicht 
bhloss reducirt wird. Das. liisst sich doch nur so verstehen, 
dass der aus dem tiberschiissigen Schwefelammon.= sich = ent- 
wickelInde Schwefelwasserstoff auf zuvor  vollig  reducirtes 
Hiimoglobin einwirkt und auf letzteres auch einen chemischen 
Kinfluss tibt. 

Sodann moédchte ich an die Thatsache der Entstehung 
des Sulfhiimoglobins bei der Fiiulniss des Blutfarb- 
stoffs erinnern: man nimmt im = Allgemeinen an, dass HS 
hei der Fiéulniss erst  entsteht, wenn der O, verbraucht ist: 
demnach miisste das Sulfhimoglobin hier durch Einwirkung 
von HS auf reducirtes, sauerstofffreies Hiimoglobin sich bilden. 

Am meisten aber stehen mit Hoppe-Seyler’s vermeint- 
licher Grundthatsache die Beobachtungen in) Widerspruch, die 
sowohl Binet!) wie neuerdings KE. Mever?) an warmbliitigen 
Thieren bet Inhalationsvergiftungen mit HS gemacht haben. 
Beide Autoren beobachteten iibereinstimmend, dass der Sull- 
hiimoglobinstreifen im Blute nur dann nachzuweisen war, 
wenn die Thiere in der H,S-Atmosphiare verendeten, dagegen 
fast nie, wenn sie vor dem Tode wieder normale Luft ge- 
athmet hatten. Nach Hoppe-Sevler’s  Schlussfolgerungen 
hiitte man eher das Gegentheil a priori vermuthen sollen, da 
ja nach ihm HS nur bei Gegenwart von O, Sulfhamoglobin 
aus Hiimoglobin erzeugt. 


Ich will mich nun bemiihen, im Folgenden darzuthun: 


dass Hoppe-Seyler vollkommen Recht hat mit 
seiner Behauptung, dass eine Zersetzung des Blutfarb- 
stoffs nur eintritt beim Zusammenwirken des H,S und 
der Luft (des O,), 

dass er aber nicht Recht hat, wenn er behauptet, 
dass der H,S ailein (ohne O,) auf den Blutfarbstoff 
tiberhaupt nicht einwirkt, 


be 


1) Binet, revue médic. de la Suisse rom. 1896, 3. 13. 
“) Mever, Erich, Archiv f. exper. Pathol. uw. Pharmakol. Bd. XL, 
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und will zugleich die Griinde fiir diese letztere  irrthiimliche 
Annahme aufzudecken suchen. 

Wiire diese letztere Annahme in der That zutreffend, sc 
vibe es (und dessen war sich Hoppe-Sevler wohl bewuss 
tiberhaupt nur zwei Moglichkeiten, um das Verhalten zu er- 
kliiren. Die erste dieser beiden Méglichkeiten wiire die, dass 
der HS bei Gegenwart von Blut den O, activirte, wie anfang- 
Hoppe-Sevler und auch Lewisson annahmen (man sagte 
damals nach dem Vorgang von Alex. Schmidt: «<ozonisirte 
Demnach miisste man schliessen, dass der Blutfarbstoff dabe; 
die niimliche Verinderung erlitte, wie durch die Einwirkune 
von activem Sauerstoff, doo oh. dass sich zuniichst das wahre 
Methiimoglobin bildete. Aber der Streifen des letzteren im 
Spectrum ist mit dem des Sulfhaémoglobins (cf unten die Figur) 
nicht identisch, er hegt erheblich mehr rothwiirts, und da 
Hoppe-Sevler bereits Grund zu der Annahme hatte, dass 
das Sulfhimoglobin schwefelhaltig sel, so neigte er zu der 
Aulfassung, dass es sich um eine Schwefelverbindung des 
(wahren) Methiimoglobins handle und nannte dieselbe «Schwefel- 
methiimoglobin». Indes gelang es nie, sie wieder in HS und 
wahres (1. e. durch Oxydation entstandenes; Methiimoglobin 
zu zerlegen, wie es auch nie gelang, sie zu isoliren. Wie 
sollte sich auch HS mit einem Korper, der durch Oxydation 
entstanden ist, vereinigen, ohne diesen zuvor zu reduciren ? 
Ausserdem steht und. fiillt) diese ganze Auffassung mit der 
Frage, ob HAS nicht) auch aus O,-freiem Himoglobin «Sull- 
hiimoglobin» erzeugen kann, was in der That der Fall ist. 
wie ich unten naiher zeigen werde. 

Von der entgegengesetzten Meinung ausgehend hat Hoppe- 
Sevler (in seiner 2. Publication) aber auch die Moéglichkei! 
einer anderen Deutung nicht ausser Acht gelassen: wenn, wie 
er meinte, HS nur im Bunde mit dem O, Sulfhamoglobin au- 
Hiimoglobin erzeugte, so war es auch denkbar, dass der H,> 
durch den O, zu einer Siiure oxydirt wiirde, dass es. sich 
also um eine Art von Siiturewirkung auf das Blut handelte 


Dem schien allerdings die von Hoppe-Sevler selbst beobachtete 


Thatsache, dass bei dem Vorgang freier Schwefel abgespalten 















Cee 
Spee 











Soin ieee et 
eee ee 


DO7 


wird, dass also nur der Hy, nicht der S des H,S oxydirt zu 


werden scheint, schon zu widersprechen. Ausserdem — stellte 
er selbst) fest, dass der Absorplionsstreifen im = Roth des 
Spectrums, den eine durch freie Siure gebraunte Blutprobe 
ergab, mit dem Streifen des Sulfhamoglobins nicht zusammen- 
fiel, sondern mehr rothwiirts gelegen war. Fir diese Theorte 
der. Siturewirkung liesse sich die von Hoppe-Sevler be- 
obachtete und von E. Meyer bestiitigte Thatsache anfiihren, 
wonach kiinstliche Steigerung der Alkalitaét: einer Blutprobe die 
Krzeugung des Sulfhaimoglobinstreifens durch HS) erschwert. 
Der Grund dattir ist) indes nur darins zu suchen, dass die 
Affinitiit des S zu den Alkalien grésser ist, als zum Hiimoglobin., 
Dieser an Alkalien gebundene Theil des S aus dem EH,S wird 
natiirlich, wie schon Diakonow betont, rascher oxydirt, wo- 
bei selbstverstaindlich nur neutrale Salze entstehen  konnen. 

Ich wollte mich nun zuniichst durch den Versuch davon 
liberzeugen, ob die Alkalitiit einer Blutprobe beim) Durchleiten 
von Hos) (und Luft) nachweislich gemindert wiirde, war aber 
gerade das Gegentheil davon zu be- 


nicht wenig tiberrascht, ¢ 
obachten: 

Kine kaum merklich alkaliseh reagirende Blut- 
probe reagirte, nachdem kurze Zeit an der Luft ein 
rascher Strom gewaschenen H,S durchgeleitet und 
die Blutfarbe dadurch in schmutziges Griinbraun ver- 
wandelt worden, auffallend viel stirker alkalisch! 

Die Blutprobe hatte sich zugleich durch beginnende Ab- 
scheidung von Schwefelmilch getriibt. 

“Zur Feststellung des Unterschiedes ino der Alkalitiit) be- 
hutzte ich amphogen reagirende Lackmuspapiere, die vou mir 
selbst nach dem Recepte des Strassburger pharmakologischen 
Instituts?) hergestellt ind stets im Dunkeln aufbewahrt worden 
waren. Die Papiere erwiesen sich als iiberaus emptindlich: 
ein Tropfen arteriellen Kaninchenblutes, frisch aus der Carotis 


1) Kin genaues Recept fiir die Herstellung dieser, wenn mit aller 
sorgtalt) bereitet. ganz ausgezeichneten und geradezu unentbehrlichen 
Keagenspapiere befindet sich in der bekannten Arbeit von Fr. Walter 
ber Siurewirkung (Archiv f. exper. Pathol. u. Pharm., Bd. VIL, Ss. 161f). 
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entnommen, hinterliess auf der reagirenden Papiertliiche nach 
dem Abspiilen einen intensiv: blauen Fleck. Sodann versuchte 
ich Indes, die Steigerung der Alkalitaét noch objectiver zu er- 
welsen: von cinem Quantum Blut, das bereits einige Zeit ee- 
standen hatte und kaum = merklich alkalisch reagirte, wurden 
gwet gleiche Volumina entnommen und das eine davon. in 
oben bezeichneter Weise mit) HS) bei Gegenwart) von Luft 
behandelt. Dann wurden beide Proben mit viel Alkohol gefaillt, 
abiiltvirt und von den Filtraten wieder gleiche Volumina ab- 
eenommen: diese wurden darauf mit Rosolsiiurel6sung versetzt 
und omit) Hilfe eines Tropfrohrcehens iiusserst) verdiinnte HC! 
gzugefiigt. Ber der nicht mit HS behandelt’ gewesenen Probe 
gentigien schon t--2 Tropfehen zur Entfarbung, wahrend bei 
der anderen fast 4 Trépfchen erforderlich waren. 

Wie Hisst sieh nun die scheinbar auffallende Thatsache 
erklaren, dass Blut beim Durchleiten von HyS  alkaliseher wird ? 
Wohl gemerkt, handelte es sich dabei um Blut, das schon 
einige Zeit gestanden hatte und fiir sieh nur sehr sehwach 
reagirte. Es lag nahe, an das Bicarbonat zu denken, und 
ich stellte daher folgende Probe an: 

Kine Losune von Natriumbicarbonat in Wasser wurde 
so ostark verdiinnt, dass die alkalische Reaction auf dem 
empfindlichen Papier nur eben noch sichtbar war: nach dem 
Durchleiten eines raschen Stromes gewaschenen HS  erwie= 
sich die Reaction als sehr deutheh alkaliseh. 

Ks wird also augenscheinlich halbgebundene CO, aus- 
eetrieben und ein Theil des) Biearbonats in) Carbonat  ver- 
wandelt. 

Beim Blute verhilt sich die Sache wohl in folgender Weise : 
bekanntlich reagirt frisch entleertes arterielles Blut sehr deutlich 
alkalisch. aber in dem. sich selbst iiberlassenen entleerten Blute 
himmt, wie namentlich Zuntz) und spiiter Winternitz?) be- 
wiesen haben. die Alkalitiit mehr und mehr ab, wovon ich mich 
auch leicht iiberzeugen konnte. Frisches Blut muss also mehr 


1, Zuntz. Medicin. Centralblatt 1867, 8. 529 u. 801, 
2) Winternitz. Zeitschr. f. physiol. Chemie, Bd. XV (1891), 8. 005 
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Carbonat enthalten, withrend im entleerten Btlute allmihlich die 
Spannung der CO, wachst, demnach die Menge des Bicarbonats 
gunimmet. Leitet man nun ein an sich «indifferentes» Gas, wie 
HS, in raschem Strome hindurch, so wird ein’ Theil der 
stiirker gespannten CO, weegetiihrt, also das Bicarbonat in 
Carbonat resp. zum Theil in) Schwefelalkali verwandelt und 
dadurch die alkalische Reaetion des Blutes  gewissermassen 
wieder restituirt. 

Damit fallt aber auch jede Grundlage fiir die Annahme, 
dass die Einwirkung von HS (++ Luft) auf das Blut als 
Wirkung einer durch die Oxvdation des S entstandenen Siure 
aufzufassen sel. Von dem (nieht als Schwefelalkalt gebundenen 
HS wird jedenfalls nur der Hy, nicht auch der S oxydirt, der 
sich vielmehr allmihlich frei abscheidet: sonst wiire die That- 
sache, dass die Blutprobe nach Durchleiten von HS (-- Lutt) 
alkalischer wird, ganz unerkliirlich. 

Nach dem Obigen ist soviel jedenfalls klar, dass sich die 
Zersetzung des Blutfarbstoffs durch HysS -+- Luft (Os) weder 
bloss aus emer Wirkung aetiven Sauerstoffs noch aus der Kin- 
wirkung einer durch die Oxvydation des Schwefels entstandenen 
Siiure erkliren. liisst. 

Vor Allem gilt es jetzt, die Frage zu entscheiden, ob 
und wie der Schwefelwasserstoff auf sauerstofftfreies 
Himoglobin einwirkt. 

Ks ist mir gelungen, den Grund aufzufinden, der Hoppe- 
Sevier zu der Annahme gefiihrt hat, dass H,S auf sauerstoti- 
freies Hiimoglobin tiberhaupt nicht) einwirke. Hoppe-Sevler 
stiitzt sich (ef. das Citat unter 1) lediglich auf folgenden Ver- 
such: er behandelte eine Probe verdiinnten Blutes eine Stunde 
lang bei Koérpertemperatur mit CO, und constatirte sodann, 
dass H,S (ohne Luftsauerstoff) dem Blatfarbstoff der zuvor so 
hehandelten Probe nichts anzuhaben vermochte. Die Thatsache 
ist volikommen richtig, aber der Autor befand sich im Irr- 
thum, wenn er annahm, dass durch die energische Behand- 
lung mit CC ), der Blutfarbstoff keine weitere Veranderung er- 
litten hitte, als dass er sauerstofffrei geworden wiire. Diese 
Krfahrung zeigt wieder, wie unendlich vorsichtig man bei Ver- 
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suchen mit der Einfithrung irgend eines neuen Factors sein 
muss, dessen Einwirkung man nur fiir eine negative (hier die 
Austreibung des Sauerstotfs) hilt, der aber thatsiiehlich einen 
positiven Einfluss ausiiben und dadurch neue, ungeahnte Ver- 
suchsbedingungen schaflen) kann. Dass Hoppe-Sevler auf 
diese Vermuthang nicht verfiel, ist um so auffallender, als er 
selbst spiter?) mitgetheilt hat, dass beim Durchleiten’ von CO, 
durch Blatfarbstofl6sungen das Hiimoeglobin allmiihlich in «Met- 
hiimoglobin» (de oh. saures Methiimoglobin) tibergeht, dass also 
die CO, dhnlich eiwirkt, wie ganz verdiinnte Sauren., 

Der Versuch, auf derart verandertes Hamoglobin H,s 
einwirken zu lassen, ist also keineswegs rein, er beweist nicht, 
dass auf unverindertes, O,-freies Hamoglobin HS) gar nicht 
emmwirkt. Allerdings hat Lewisson?) (ef das Citat unter 7 
den CO,-Versuch Hoppe-Sevler ss auch mit Kohlenoxvd und 
Wasserstoffgas wiederholt, aber Lewisson's) Versuche  be- 
welsen nur, dass (was niemand bezwerfelt) eine Zersetzune 
des Blutfarbstoffes durch H,S nur bei Anwesenheit von 0, 
erfolet, sie beweisen aber nicht, dass der fiir sich allein 
wirkende HS sauerstofffreies Hiimoglobin gar nicht verdandert. 
Thatsiichlich wird letzteres, wie ich gleich zeigen werde, dabei 
in Sulfhimoglobin verwandelt, aber das lisst sich nur mit dem 
Spectroskop wahrnehmen. Mit blossem Auge bemerkt man nur. 
dass die Bluthbsung etwas dunkler wird, und das) kann man 
leicht tibersehen, da sie ihre schon rothe Farbe beibehélt und 
nicht schmutzig braungriin verfiirbt wird, wie wenn H,S und 
Q), zusimmenwirken., 


Bevor ich nun meine eigenen Versuchsergebnisse mil- 
theile, scheint es mir des leichteren Verstiindnisses wegen ge- 
rathen zu sein, zuniichst das spectroskopische Verhalten 


1) Hoppe-Seyler, physiol. Chemie, Berlin 1881, 5. 580. 

2) Lewisson’s Versuche, soweit sie sich auf CO-Hiimoglobin be- 
ziehen, sind spiiter auch von FE. Salkowski (Zeitsehr. f. physiol. Chemic 
Md. VIL S. Ti4) bestiitigt worden, aber bewiesen wird doch immer nu 
dass unter diesen Umstiinden keine tiefgreifende Zersetzung, keine Braun- 
fiirbung des Blutes eintritt. 
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der Blutfarbstoffderivate, die uns hier interessiren, naher zu 
betrachten. Alle diese Verbindungen geben bekanntlich typische 
Absorptionsstreifen im Roth, deren relative Lage zu einander 
durch die vorstehende Skizze verdeuthicht wird. 

Dass die Darstellung fiir alle Blutarten genau zutreftend 
ist, kann ich natiirlich nicht behaupten, aber im Allgemeinen 
ist die relative Lage der hier in Frage kommenden Absorptions- 
streifen die aus der Zeichnung ersichtliche. 

a ist der typische Streifen des Sulfhiimoglobins, 
durch die Einwirkung von HS auf Hiimoglobin’ resp. Oxy- 
hiimoglobin entstanden. Er legt am meisten gelbwirts, doh. 
im Orangeroth. Die wichtige Frage gegeniiber a ist die, ob 
das Auftreten dieses Streifens stets, wie Hoppe-Sevler doch 
meint (wenn er sich auch nicht frei von Widerspriichen dariiber 
iiussert), der Ausdruck einer Zersetzung des Blutfarbstoffs 
oder nur der einer entstandenen Verbindung ist. 

b ist der bekannte Streifen des durch Oxyvdationsmittel 
(Ferricvankalium, Nitrite ete.) erzeugten Methimoglobins, 
einer durch eingehende Untersuchungen relativ sehr gut ge- 
kannten Verbindung. Der Streifen liegt bereits weit nither an 
der C-Linie. Die Verbindung wird von einigen Autoren als 
eine Art von Hyperoxyd betrachtet, was Andere bestreiten, da 
sie nicht mehr Sauerstoff enthalten soll, als das Oxvhiimoglobin. 
Jedenfalls wird sie aber durch gewisse Reductionsmittel wieder 
schon geroéthet und, wie es scheint, in) Hiimoglobin§ zuriick- 
verwandelt. b interessirt uns hier zundachst nur insofern, als 
es auch durch HS leicht reducirt und wieder in schén rothen 
Farbstoff zuriickverwandelt) werden kann. Dass a als eine 
Verbindung von b mit H,S anzusehen sei (was man aus dem 
bisher meist gewiihlten Namen Schwefelmethiimoglobin 
schliessen konnte), erscheint als véllig ausgeschlossen. Durch 
Kinwirkung von H,S resp. H,S-+ O, auf Hiimoglobin oder Oxy- 
hiimoglobin wird nie der Streifen b hervorgerufen. 

Allerdings wird ein’ braunes, methiimoglobinartiges Um- 
wandlungsprodukt aus dem normalen Blutfarbstoff auch durch 
gewisse Mittel, wie Pyrogallol u. a., erzeugt, die als starke 
Sauerstoffzehrer bekannt sind. Wie sich dieses Produkt 




















zu dem durch Oxydationsmittel erzeugten Methiimoglobin ver- 
hilt, ist noch nicht ganz sicher erwiesen. Man koénnte daran 
denken, dass das Sulfhimoglobin eine H,S-Verbindung dieses 
durch Reduction erzeugten Methiimoglobins wire, welehe aber 
an sich nicht wie letzteres braun, sondern wie das Cyanmet- 
hamoglobin (Kobert u. A.) dunkelroth gefairbt ist. Geniigende 
Griinde fiir diese Annahme liegen indes zur Zeit noch nicht vor. 

¢ ist der noch weiter rothwiirts gelegene Streifen der 
braun gefiirbten Verbindung, die aus dem Hiimoglobin bei Ein- 
wirkung ganz verdiinnter Saéuren, selbst der CO, (cf. oben), 
entsteht. Dass man dieses Produkt noch immer Methiimo- 
globin nennt, scheint mir ein Unding und wirkt nur ver- 
wirrend, da es mit b augenscheinlich nichts zu thun hat und 
nur braun gefiirbt ist wie jenes. Ich schlage daher den Namen 
Acidhiimoglobin dafiir vor. © ist eine sehr wenig constante. 
passagere Verbindung, die durch Alkalien  nieht wieder in 
Hiimoglobin tibergefiihrt, aber durch Cyankalium wieder 
schén geréthet wird und dann ein Spectrum ergibt, das dem 
des Oxyhiimoglobins sehr ahnlich ist (ob identiseh, fragt sich 
und sich auch spontan in ein dem Hamoglobinspectrum sehr 
iihnliches umwandelt. Das Acidhiimoglobin ist ungemein ge- 
neigt, sich weiter in d zu spalten. Auch a (Sulfhamoglobin 
wird durch verdiinnte Siiuren in H,S und ce, sehr bald aber 
weiter zu dete. gespalten: jedoch wird durch Einwirkung von 
HS auf ¢ niemals a gebildet. 

d ist der bekannte, am = meisten rothwiirts gelegene 
Streifen des Hiimatins in saurer L6sung, das in’ alkalischer 
Losung leicht zu Hiimochromogen reducirt wird. Hier hat sich 
also die vollstiindige Zerlegung des urspriinglichen Hiimoglobin- 
molekiils vollzogen. 

Die Lagebestimmung der betreffenden Absorptionsstreifeu 
geschah  selbstverstiindlich mit Hilfe eines grossen Spectral- 
apparates, der die Ablesung in’ Gradbogentheilen  géstattete 
(1 Theilstrich des Nonius = 12 Bogensecunden), worauf dann 
von mir die Projektion auf die Fliche ausgefiihrt wurde. Die 
Breite der einzelnen Streifen kann nur als anniihernd richtig 
hezeichnet werden, zumal sie ja von der Concentration abhingt. 
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Mit Hilfe des vortrefflichen Taschenspectroskopes von Schmidt 
und Hiinseh kann man a bei einiger Vebung von allen iibrigen 
Streifen sicher unterscheiden, wodurch ein weit rascheres 
Arbeiten ermodglicht ist. Bei bedeutenden Verdiinnungen der 
Blutproben sind die Streifen mit dem Taschenspektroskop sogar 
viel deutlicher zu erkennen, als mit) dem grossen Apparate, 
wo sie leicht zu flichtigen Schatten) verschwimmen, wiihrend 
sie in ersterem stets als scharfe Linien auftreten. Die An- 
wesenheit des Streifens a liisst’ im ‘Taschenspectroskop das 
Roth etwa doppelt so breit als das Gelb, die des Streifens ¢ 
aber Roth und Gelb fast gleich breit erscheinen. 

Die Blutproben oder Blutfarbstofflésungen, mit denen ich 
experimentirte, wurden siimmtlich von vornherein durch eine 
dariibergeschichtete dicke Lage fliissigen Paraffins!) vor 
ler Bertihrung mit der Luft geschiitzt. Bei dem Durchleiten 
der Gase durch die Blutproben wurde sorgfiiltig darauf Bedacht 
genommen, dass zuvor die Luft aus den Gaswaschflaschen 
resp. den Gasleitungsréhren verdriingt war. Um Loésungen 
sauerstofffreien Hiimoglobins zu benutzen, verfuhr ich 
auf zwel verschiedene Arten: entweder wiihlte ich verdiinnte 
Blutlbsungen, die unter der deckenden Paraffinschicht so lange 
sich selbst tiberlassen blieben, bis die eintretende blaurothe 
lirbung und das Spectroskop die Abwesenheit von Sauerstoff, 
den blossen Hiimoglobinstreifen anzeigten. Dass dann auch 
jede letzte Spur von O, verzelrt sei, ist’ freilich nicht sicher 
zu beweisen: glauben doch manche Autoren an die Existenz 
eines sogenannten Pseudohiimoglobins 2) welches das Spec- 
trum des Hiimoglobins ergeben, aber doch noch ein wenig O, 
enthalten soll. leh will mir ein Urtheil tiber diese Frage, die 
ich selbst nicht) gepriift habe, nicht anmaassen. Zu einer 


1) Oel ist an Stelle des Paraffins nicht zuliissig, da es stets freie 
Fettsiiuren enthalt, die wie alle verdiinnten Siuren Acidhimoglobin 
aus dem Hiimoglobin bilden. Selbst absolut siiurefrei gemachtes Oc! 
gewiihrt keine Garantie, da augenscheinlich im Blute auch fettverdauende 
Fermente enthalten sind, die dann an der Beriihrungsfliiche allmiihlich 
durch Fettspaltung die Fettsiiuren in Freiheit setzen kénnen. 

2) Vel. Siegfried, Archiv fiir Physiologie. 1890. 3. 385. 
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zweiten Rethe von Versuchen diente mir eine Lésung  villig 
reinen, krystallisirt gewesenen Hiimoglobins, die mit CO 
iibersitttigt in zugeschmolzenen Glasréhrchen aufbewahrt worden 
war. Ich verdanke dieselbe meinem Assistenten, dem = Herrn 
Privatdocenten Dr. Vahlen. Hier war sicherlich kein Sauer- 
stoff vorhanden. 

Der Durchmesser der Kélbchen oder Reagirgliiser, in denen 
die Versuche ausgefiihrt wurden, war stets der Concentration 
der Bluthbsungen entsprechend ausgewiihlt, so dass die be- 
stindige Untersuchung mit dem Spektroskop, oline Ueberfiillen 
oder nachtriigiche Verdiinnungen, modeglich war: auch ver- 
blieben die Proben dauernd unter der schiitzenden 
Paraffinschicht. 

Ich theile nun eine) Anzahl von Versuchen mit, die 
siimmtlich bet moéglichstem Ausschluss der Luft angestellt 
wurden. 

1. Versuch. 

Verdiinnte L6ésung von normalem Blute. Eine Stunde 
lang bei Korperwirme CO, durchgeleitet: Himoglobinspectrum 
mit schwacher Andeutung des Acidhimoglobinstreifens (¢): 
dann HyS (ohne Luft) durchgeleitet: Keine Veranderung. bleibt 
verschlossen 42 Stunden stehen, riecht nach dieser Zeit noch 
enorm nach HS, ist aber unverindert. Sodann H, durch- 
veleitet: sehr bald dunkler roth werdend und Sulfhimoglobin- 
streifen (a). Darauf mehrere Stunden lang CO, durchgeleitet: 
Uebergang in deutlichen Acidhiimoglobinstreifen (¢) und) braun 
werdend., 

2. Versuch. 

Losung von reinem CO-Hiimoglobin. H,S (ohne Luft) 
durchgeleitet: Lésung wird sehr rasch dunkler roth und zeigt 
den Sulfhiimoglobinstreifen (a). Sodann mit tiberaus  ver- 
diinnter HCL eben angesiiuert: sofort braun und Uebergang in 


den Acidhiimoglobinstreifen (@). 


3. Versuch. 


Dieselbe Lé6sung. Zwei Proben werden zuerst) ebenso 


behandelt, aber nachdem durch H,S der Sulthimoglobinstreifen 

















a) erzeugt, wird O, durchgeleitet: sofort: schmutzig-griinbraun 
und allmithliche Triibung durch griinlichgelben Niederschlag. 
t. Versuch. 

Verdiinnte Blutl6sung bleibt (unter Paraffin) so lange 
stehen, bis sie durch innere Sauerstolizehrung spontan bliiulich- 
roth geworden (was von unten nach oben aufsteigt) und nur 
das Hiimoglobinspectrum zeigt. Sodann H,S (ohne Luft) durch- 
veleitet: Losung wird sehr rasch dunkler roth und zeigt den 
Sulfhiimoglobinstreifen (a). Dann wird Q, durchgeleitet: Fliissig- 
keit sofort schmutzig-griinbraun zersetzt. Nach schwachem 
Ansiiuern schwinden alle Streifen ber dieser Verdiinnung. 

5. Versuch. 

Dieselbe Lé6sung. Zuerst in gleicher Weise behandelt, 
aber nachdem durch H,S (ohne Luft) der Sulfhamoglobinstreifen 
erzeugt. ganz leicht angesiiuert: sofortiger Uebergang in) den 


Acidhiimoglobinstreifen (¢) und braun werdend.  Beim Zusatz 
| 


von Cyankalium wird die Fliissigkeit wieder roth und zeigt 
<cheinbar das Spectrum des Oxvhamoglobins, allmihlich das 
des Hiimoglobins. 

6. Versuch. 

Verdiinnte Lésung von normalem Blute (Oxyhiimoglobin). 
Nach Durchleiten von H,S (ohne Luft) zeigt sich der Sulf- 
hiimoglobinstreifen (a) neben den beiden Oxvhiimoglobin- 
streifen. Leicht angesiiuert: intensiv braun, zeigt bet dieser 
Verdiinnung tiberhaupt keine Streifen mehr. 


7. Versuch. 

Dieselbe LoOsung, ganz schwach angesiuert, so dass sie 
sich braéunlich fiirbt. Durchleiten von H,S (ohne Luft) ver- 
ursacht keine Verinderung. Darauf werden zu dem Gemisch 
einige Tropfen defibrinirten Blutes zugesetzt: augenblicklich 
entsteht der Sulfhiimoglobinstreifen (aj), der aber sehr rasch 
in den des Acidhiimoglobins (¢) tibergeht. 

S. Versuch. 

Dieselbe Lésung, durch einen Tropfen Ferricvankalium- 

losung gebriiunt. zeigt den Methimoglobinstreifen (b). Es wird 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, XXVI. Os 
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ein wenig H,S (ohne Luft) durchgeleitet: Losung sofort: schon 
roth, zeigt das Haimoglobinspectrum. Liingeres Durchleiten von 
HS ound Luft bewirkt nicht so rasch vollige Zersetzung. als 
ber normalem Blute. 

9. Versuch. 

Dieselbe Lésung (Oxyhamoglobin). Es wird so- lange 
HS (ohne Luft) durchgeleitet, bis die Losung ohne rothliche 
Firbung, nur briiunlichgriin gefarbt ist und spectroskopisch 
weder Oxvhiimoglobin, noch Hiimoglobin, sondern lediglich einen 
schwachen Sulfhiimoglobinstreifen zeigt. Sodann wird ganz 
schwach angesiiuert: LOsung wird hellbraun und zeigt bei dieser 
Verdiinnung tiberhaupt keinen = sicher wahrnehmbaren Streifen 
mehr. Dann wird mit Cyankalium versetzt: Fliissigkeit be- 
kommt einen leicht rothlichen Schimmer und zeigt scheinbar 
wieder) Oxyhiimoglobinstreifen, die sehr bald in den Hiimo- 
globinstreifen tibergehen. 

10. Versuch. 

Losung von reinem CO-Hiaimoglobin. Es wird H,S (ohne 
Luft) durchgeleitet: L6sung sehr bald dunkler roth und zeigt 
den Sulfhiimoglobinstreifen (a), der durch nachtriégliches Durch- 
leiten von H,-Gas nicht veraindert wird. Dann wird ganz leicht 
angesiiuert: Fliissigkeit braun und zeigt den Acidhiimoglobin- 
streifen (¢). Sodann mit Cyankalium = versetzt:  Flissigkeit 
wieder deutlich roth und zeigt das Himoglobinspectrum. 


11. Versuch. 

Dieselbe Loésung. Etwa 2 Stunden lang wird bei Korper- 
wiirme ein rascher Strom gewaschener CO, (ohne Luft) durch- 
geleitet: Losung ist briiunlich geworden und zeigt einen deut- 
lichen Acidhiimoglobinstreifen (c). Am folgenden Tage H,5 
(ohne Luft) durchgeleitet, doch tritt kein Sulfhiimoglobinstreifen 
ein, auch nicht, nachdem die Lésung ganz schwach alkalisirt. 
Beim Durchleiten von O, triibt sie sich allmihlich und zeigt 
einen ganz schwachen Sulfhiimoglobinstreifen (a). 
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Aus diesen Versuchen liisst sich Folgendes entnelhmen: 
Kine Zersetzung des Blutfarbstoffs vermag der Schwetel- 
wasserstoff nur im Bunde mit dem Sauerstoff zu bewirken: 
insofern hat Hoppe-Seyvler vollkommen richtig beobachtet, 
und zwar ist es dabei ganz gleichgiiltig, ob es sich um = den 
Sauerstoff des Oxvhiimoglobins oder um den der Luft handelt. 
Ks kommt jedenfalls nur auf das Verhiiltniss des O, und des 
HS zu der vorhandenen Himoglobinmenge an. Auf die Frage, 
warum der H,S nur im Bunde mit dem O, zersetzend wirkt, 
komme ich unten eingehender zuriick. 

Auf sauerstofffreies Hiimoglobin wirkt der Schwefel- 
wasserstoff aber auch ein, und das steht im Widerspruch mit 
Hoppe-Sevlers Schlussfolgerungen. Allerdings  geschieht 
diese Einwirkung nur unter bestimmten Voraussetzungen: sie 
findet nicht oder doch viel spiater erst) statt (wie Hoppe- 
Sevler schon richtig beobachtet hat), wenn das Blut zuvor 
abnorm iiberalkalisirt worden, sie findet ebensowenig  statt, 
wenn das Blut zuvor angesiiuert, also das Hiimoglobin in Acid- 
himoglobin tibergefiihrt worden, aber sie findet auch nicht 
statt, wenn das Blut zuvor energisch mit CO, behandelt worden. 
Letztere Thatsache ist der Grund von Hoppe-Seyvler’s Irr- 
thum. Die Richtigkeit der Thatsache ist fiber allen Zweifel 
erhaben, zu erkliiren ist sie aber nicht so ganz leicht: wenn 
durch die energische Behandlung mit CO, auch ein Theil des 
Himoglobins in Acidhiimoglobin (¢) verwandelt wird, wie iiber- 
haupt durch ganz schwache Siiuren, so bleibt doch immerhin 
ein Theil des Hiimoglobins unverwandelt. Es liisst sich daher 
hur annehmen, dass das Hiimoglobin unter diesen Umstinden 
eine Verbindung mit der CO, gebildet hat, die es vor der Ein- 
wirkung des H,S schiitat.4)  Solche molekuliire Verbindungen 

1) Wie schon Cl, Bernard (Lecons sur les effets des substances 
toxiques. Paris 1857. 5. 57 ff.) gezeigt hat, ist in die Venen gebrachter 
H,S weit weniger schadlich, als der ins arterielle Blut eingefiihrte, da 
er im ersteren Falle in betriichtlicher Menge durch die Lungen eliminirt 
wird. Die gréssere CO,-Menge des venésen Blutes diirfte den Blutfarb- 
stoff schiitzen, Ja man kiénnte darin eine Vorrichtung des Selbstschutzes 
des Koérpers gegen Selbstvergiftungen durch H,S vom Darm her erblicken, 
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des Hiimoglobins mit der CO, sind ja schon, und zwar von 
sohr.!) beschrieben worden. Namentlich mein Versuch 1 
spricht deutlich fiir diese Annahme. 

Auf sauerstofffreies Hiimoglobin oder CO-Hiimoglobin da- 
gegen wirkt der H,S ein, dasselbe in eine Verbindung jiber- 
fiihrend, fiir die der Streifen des Sulfhiimoglobins (a) charak- 
teristisch ist. Man kénnte meinen Versuchen gegeniiber den 
Kinwand geltend machen, dass Spuren von Luft (O,) doch 
vielleicht beim Durchleiten der Gase mit eingedrungen = sein 
kOnnten. Ganz zuriickweisen liisst sich dieser Einwurf woh! 
nie, aber ich muss dem gegeniiber darauf hinweisen, dass die 
zuvor mit CO, priiparirten Blutproben sich bei im = Uebrigen 
ganz gleicher Behandlung so total anders verhielten, als die 
nicht so priiparirten, ein Beweis, dass eben kein O, zugegen 
war, wenlgstens nicht in irgendwie wirksamer Menge. 

Wenn es nun als erwiesen betrachtet werden kann, dass 
der H,S_ sauerstofffreies Hiimoglobin in) Sulfhamoglobin  ver- 
wandelt, so fragt es sich, ob das Auftreten des charakteristischen 
Absorptionsstreifens (a) als der Ausdruck einer blossen Ver- 
bindung oder als der einer Zersetzung betrachtet werden 
muss. Hoppe-Sevler nimmt entschieden (wenn auch nicht 
durchweg consequent) das Letztere an, aber er hat dabei immer 
nur die gleichzeitige Einwirkung von H,S und O,, die in der 
That Zersetzung bewirkt, im Auge gehabt. Hamoglobin 
wird durch H,S allein nur dunkler roth und zeigt den 
Streifen des Sulfhiimoglobins. Dass Letzteres eine S-Ver- 
bindung ist, unterliegt keinem Zweifel und ist namentlich von 
EK. Meyer?) sicher bewiesen worden; ob es aber eine Ver- 


da das vom Darm aus etwa resorbirte Gas wohl hauptsiichlich ins Venen- 
blut iibergeht. Dass dieser Schutz aber jedenfalls seine Grenzen hat, 
geht aus den Versuchen von E. Meyer (1. c.) hervor, der Kaninchen 
durch Einfiihrung von H,S ins Rectum ebenso tédtete, wie durch In- 
halation. 

1) Die Arbeiten finden sich citirt in Neumeister's Lehrbuch der 
physiol. Chemie, 2. Aufl. Jena 1897. S. 578, Anm. 4. 

2) E. Meyer, l. c. 
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hindung unveriinderten Hiimoglobins ist, das ist die Frage. 
Kine Verbindung des durch Oxydation erzeugten Methiimo- 
globins kann es, wie sich von selbst versteht, nicht sein. 
Ebensowenig ist Grund zu der Annahme vorhanden, dass es 
eine Schwefelverbindung des Acidhiimoglobins sel, wenn es 
auch durch Siiuren in H,S und Acidhimoglobin gespalten wird. 
Letzteres ist immer braun gefiirbt und entsteht auch direkt 
durch Siiuren aus Hiimoglobin, auch wird Acidhiimoglobin 
durch H,S nie in Sulfhiimoglobin verwandelt. Die Frage, ob 
das Sulfhimoglobin nicht als Schwefelverbindung eines durch 
Reduction entstandenen Methiimoglobins anzusehen sei, habe 
ich oben bereits aufgeworfen: sehr wahrscheinlich ist diese 
Auffassung auch nicht; denn wenn H,S (ohne Sauerstoff) auf 
vollig O,-freies Hamoglobin einwirkt, ist eigentlich nichts vor- 
handen, was reducirt werden konnte. 

Zuniichst liegt also kein wesentlicher Grund vor gegen 
die Annahme, dass das Sulfhiimoglobin, welches eben nicht 
braun, sondern dunkelroth gefiirbt ist, eine S-Verbindung des 
Hiimoglobins sei. Liisst sich aber daraus wieder Hiimo- 
globin unveriindert gewinnen? Das hat seine Schwierigkeit, 
und zwar aus folgenden Griinden: an die Luft darf es nicht 
gebracht werden, sonst zersetzt es sich weiter, und durch ver- 
diinnte Siuren wird die Verbindung zwar zerlegt, aber das 
Hiimoglobin sofort in Acidhiimoglobin verwandelt. Aus mehreren 
meiner Versuche kénnte man schliessen, das letzteres, solange 
es noch nicht weiter zersetzt worden, durch Cyankalium 
wieder in Hiimoglobin zuriickverwandelt werden kann: aber 
das Spectrum des Cyanmethiimoglobins scheint mit dem = des 
Oxyhiimoglobins resp. Hiimoglobins eine solehe Aehnlichkeit 
zu besitzen, dass die betreffende Beobachtung nur mit grosser 
Vorsicht verwerthet werden kann. Zudem ist das Acidhiimo- 
globin eine sehr passagere Verbindung, die bei weiterer 
Siureeinwirkung sehr rasch in Hiimatin und Eiweiss gespalten 
wird. 

Wirken H,S und O, zusammen, so ist auch das zuerst 
entstandene Sulfhiimoglobin nur ein Durehgangszustand: es 
tritt sehr bald ein fortschreitender Zersetzungsprocess ein, der 





‘ 
L 





am BRR aw 


nicht einmal beim Hiimatin?; Halt macht, sondern auch dieses 
noch weiter in Verbindungen spaltet, die) uberhaupt kein 
charakteristisches Absorptionsspectrum mehr ergeben. Solange 
man aber noch den Streifen a sieht, ist das ein sicherer 
Beweis, dass noch Sulfhimoglobin vorhanden. ist. 

Diese Verhaéltnisse sind freilich zunichst nur fiir todtes 
Blut festgestellt, und es fragt sich, wie weit sie auch fiir 
das lebende Blut giiltig sind. Bei der ungeheuren Giftigkeit 
des HS fiir die Nervenzellen warmbliitiger Thiere Kann es sich 
im lJebenden Blut) dieser Thiere um = so grosse) Mengen von 
HS, wie sie dem todten Blute kiinstlich zugefiihrt werden 
kOnnen, gar nicht handeln, da der Tod der Thiere— friiher 
eintritt als eine hochgradige Blutzersetzung. Anders verhiilt 
sich der WKaltbliiter, dessen Blut schon bei Lebzeiten durch 
HS) schmutzig-braunviolett: verfirbt wird. Dennoch kann, wie 
die sorgfiiltigen) Untersuchungen von E. Meyer?) bewiesen 
haben, noch bei Lebzeiten der vergifteten Warmbliiter die 
Anwesenheit’ von Sulfhimoglobin (resp. H,S) im Blute speetro- 
skopisch und chemisch erwiesen werden. Nur wenn die Thiere 
vor dem Tode wieder reine Luft geathmet haben, misseliickt 
der Nachweis) fast) regelmiissig. Fir das lebende Blut leet 
die Sache daher wahrscheinlich in folgender Weise: von dem 
aus der Inspirationsluft in das arterielle Blut tibergegangenen 
HS wird ein Theil als Schwefelalkali gebunden und allmahlich 
oxydirt, ein anderer Theil aber absorbirt und so den Nerven- 
zellen zugefiihrt, die er vergiftet. Allméhlich entsteht jedoch 
im Blut eine Verbindung des H,S mit dem Hiimoglobin, aber 


1 Damit mag die immerhin auffallende Thatsache im Zusammen- 
hang stehen, dass, wie Hoppe-Sevler und Araki iihereinstimmend 
anveben, das aus Sulfhiimoglobin gewonnene Hii matin sich von gewohn- 
lichem Hiimatin in nichts unterscheidet. beide Autoren aber nicht im 
Stande waren, aus demselben Hiiminkrystalle zu gewinnen. 

2, Vor Binet und E. Mever haben schon Brouardel und Loye 
bei Vergifftungsversuchen an Warmbliitern mit H,S hier und da schwache 
spectroskopische Erscheinungen beobachtet (vgl. Malys Jahresbericht 
fiir IS85, Bd. 15. S. 154. — In besonders giinstigen Fallen kann der 
Nachweis auch in menschlichem Leichenblute gliicken (vgl. Harnack., 
‘irztl. Sachverstind. Zeitsehr. L897. 8. 65). d. h. wenigstens der chemische. 
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keineswegs erst, nachdem alles Oxvhimoglobin reducirt worden : 
vielmehr tritt der Sulfhiimoglobin- neben den beiden Oxyhiimo- 
elobinstreifen auf. Je mehr jetzt wieder frischer O, dem Blute 
gugefiihrt wird, um so leichter wird das Sulfhiimoglobin im 
Blute zersetzt, vielleicht auch vom vendsen Blut’ aus der HyS 
in den Lungen wieder eliminirt, wenn seine Spannung in der 
Inspirationsluft sehr gering oder gleich Null geworden. 
Verenden die Thiere dagegen in der H,S-Atmosphire, so 
bleibt im Leichenblut’ das Sulfhiimoglobin, vor dem O,  ge- 
~chiitzt, einige Zeit unverandert. In Bertihrung mit Lutt (O,) 
wird das Sulfhiimoglobin allmiihlich zersetzt und der Streifen a 
verschwindet wieder.?) Deshalb kann auch, wie E. Mever 
gezeigt hat, HS im Leichenblut auf chemischem Wege leichter 
als auf spectroskopischem nachgewiesen werden, obschon auch 
der chemische Nachweis keineswegs immer gelingt. 
Sulfhiimoglobin wird also sowohl durch Sauer- 
stoff (im bunde mit dem H,S), wie durch Situren zersetzt. 
Damit sind wir zum Schluss bei der wichtigen Frage ange- 
langt: wie lasst es sich erkliiren, dass HS auf sauerstofffreies 
Hiimoglobin zwar einwirkt, dass aber eine weitergehende Z er- 
setzung des Hiimoglobins nur beim Zusammenwirken von 
HS und O, erfolgt? Nachdem ich oben bereits die Theorie 
der Siurebildung als unhaltbar erkliirt habe, bleibt zur Deutung 
des Zersetzungsprocesses eigentlich nur eine Annahme iibrig. 
Ks sind die gleichzeitig und neben einander sich ab- 
splelenden Vorginge der Oxydation und Reduction, 
welche die rasche Zerst6rung des Hiimoglobins erkliiren. Dass 
der O, durch H,S bei Gegenwart von Blut. stiirker activirt 
wird als ohne Blut, darauf haben schon Hoppe-Seyler und 
Lewisson hingewiesen. Zugleich aber wirkt der HS als 
H.-Verbindung reducirend, ebenso wie die H.-Verbindungen 
des Arsens, Antimons und Phosphors. Der ganze Vorgang der 


1) Dass diese Zersetzung des Sulfhiimoglobins durch O,-Athmung 
bei Lebzeiten im circulirenden Blute rascher zustande kommt, als im 
todten Blute, darf namentlich nach den Beobachtungen von FE. Meyer 
wohl als sehr wahrscheinlich bezeichnet werden. Durch O, allein. wenn 
nicht iiberschiissiger H,S zugegen ist, scheint das Sulfhiimoglobin extra 


corpus nur langsam beeinflusst zu werden. 
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Wirkung von H,S ++ O, auf das Hamoglobin hat daher sehr 
viel Analoges mit der Einwirkung des Fiiulnisspro- 
cesses. Diesen Gedanken hat Hoppe-Sevler!) schon im 
Jahre 1877 angedeutet, indem er sagt: «Wenn die durch Ein- 
wirkung von... Féiulniss, AsH, und SH, auf Oxyhamoglobin 
sebildeten Stoffe vielleicht auch nicht identisch sind, verhalten 
sie sich doch in) mancher Hinsicht sehr ihnlich.» Hoppe- 
Sevler ist es ja auch hauptsiichlich gewesen, der gezeigt hat, 
wie bei dem Vorgange der Fiiulniss Oxvdations- und Reductions- 
processe neben einander sich abspielen, ja die Entstehung von 
HS bei der Féiulniss ist) selbst ein Mittelghed, welches das 
Z7ustandekommen von Reductions- und Oxydationsprocessen 
hegreifen liisst. 

Diese Erkliirung des betreffenden Zersetzungsvorganges 
streift an die von Binz zur Deutung der Arsenwirkungen iiber- 
haupt aufgestellte Theorie: aber was fiir die H,-Verbindung 
des Arsens zutreffend sein kann, braucht nicht fiir beliebige 
andere Verbindungen desselben zu gelten. Ein in) gewissem 
Sinne analoges Verhalten zeigen AsH, und SH, eben nur qua 
Ho-Verbindungen: im Uebrigen ist ein sehr wesentlicher Unter- 
schied zwischen beiden der, dass der S des H,S entweder frei 
oder zu relativ unschiidlichen Verbindungen wird, das As des 
AsH, aber immer nur zu hochst giftigen, d. h. dass die ver- 
schiedenartigsten Verbindungen des Arsens immer Arsenwirkung 
besitzen, aber die verschiedenartigen Verbindungen des Schwetels 
keineswegs Schwefelwirkungen. Zuzugeben ist allerdings, dass 
die Affinitiit, des Schwefels (und ebenso die des Phosphors) 
zum Sauerstoff auch in der héchstoxvdirten Verbindung eine 
grossere ist, als die des Arsens in der Arsensiiure zum Sauer- 
stolf, aber diese Eigenschaft theilt das Arsen mit vielen 
metallischen Elementen, die eben doch qua Metall wirken. 
wenn sie auch zugleich in der einen Verbindung als Sauerstoftf- 
zehrer, in der anderen als Sauerstoffspender auftreten. Die 
rasche Zersetzung des Blutes durch das Zusammenwirken von 
QO, und Verbindungen des Wasserstoffs erklart sich eben nur 

1) Hoppe-Seyler, Zeitschr. f. physiolog. Chemie. Bd. I (1877, 
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r daraus, dass wir es hier mit H,-Verbindungen zu thun haben, 
die selbst reduciren, aber andererseits bei Gegenwart von Blut 
, den O, stark activiren. 
¥ Das Ergebniss meiner Arbeit fasse ich in folgenden Siitzen 
. zusammen: 
Nn I. Das (sauerstofffreie) Himoglobin wird durch H,S allein 
a nicht beeinflusst, wenn es zuvor mit CO, iibersiittigt 
t, ; worden ist, wohl aber, wenn letzteres nicht der Fall 
. ) war. Es kommt dann zur Bildung des durch den 
” " charakteristischen Absorptionsstreifen ausgezeichneten, 
iS dunkelroth gefiirbten Sulfhiimoglobins, das man vor- 
i liiufig als eine H,S-Verbindung des Hiimoglobins an- 
sehen muss. 
sia | 2. Kine Zersetzung des Blutfarbstoffs vermag dagegen der 
H,S nur im Bunde mit dem Sauerstoff zu bewerk- 
Ip stelligen, was nicht auf der Bildung einer Siiure aus 
ey dem Schwetel des H,S, sondern wahrscheinlich auf 
- ; der gleichzeitig stattfindenden Oxydation und Reduc- 
- ; tion, analog wie bei dem Fiiulnissprocesse, beruht. 
a i Indes liisst sich im lebenden Blute eine derart weit- 
— gehende Zersetzung nur beim Kaltbliiter beobachten. 
aia 3. Das Sulfhiimoglobin wird durch verdiinnte Siiuren zl 
- 4 niichst in H,S und Acidhiimoglobin gespalten, dieselbe 
ns | (bisher auch Methiimoglobin genannte) Substanz, die 
‘ls i aus normalem Blutfarbstoff durch Einwirkung ver- 
” diinnter Siuren (selbst der CO, bei Massenwirkung) 
5) entsteht. Das Acidhiimoglobin ist aber ungemein ge- 
~ F&F neigt zu weiterer Zersetzung, wobei zuniichst Hiimatin 
- F auftritt. 
el) 4 5 
sens é Ueber das Verhiiltniss des Sulfhiimoglobins zum Hiimo- 
- : globin wird vollige Klarheit wohl nicht eher geschafft werden, 
ii ; als bis die immer vergeblich versuchte Reindarstellung des 
ie ) Krsteren gelungen sein wird. Dass eine Riickverwandlung des 
” i Sulfhiimoglobins in Hiimoglobin moglich ist, liisst) sich vor- 
; : laufig noch nicht mit voller Sicherheit behaupten. 
' Halle, im Januar 1899. 


Ueber die Darstellung und den Nachweis des Lysins. 


Von 
A. Kossel. 


Ausser dem urspriinglichen) Verfahren von Drechsel 
und Siegfried!) sind zwei Methoden zur Gewinnung des 
Lysins angegeben worden. Die eine von Hedin beschriebene ?) 
beruht auf der Darstellung des basischen Silbernitratdoppelsalzes, 
das neuere Verfahren Drechsel s°) auf der Ueberftihrung des 
Lysins in die Dibenzoylverbindung, welche ein schwer ldsliches 
Barvtsalz gibt. Alle diese Methoden bieten Schwierigkeiten, 
viel leichter fiihrt das foleende Verfahren zum Ziel. Dasselbe 
beruht auf der Darstellung des Lysinpikrats, welches ich in 
einer friiheren Abhandlung4*) als einen in Wasser nicht ganz 
leicht) loslichen) Korper von der Formel C,H, ,N,O,,C,HN,0, 
bheschrieben habe. Man erhiilt dies Salz entweder durch Fiillung 
einer nicht zu verdiinnten Losung von Lysinchlorhydrat mit 
Natriumpikrat) oder durch Zusatz einer alkoholischen  Pikrin- 
siiurelOsung zu einer coneentrirten wiisserigen Loésung = der 
freien Base. 

Bei der Darstellung des Lysins aus dem Gemisch der 
Zersetzungsprodukte von Eiweisskorpern gestaltet sich das Ver- 
fahren folgendermassen. Man faillt den Basenantheil aus dem 
Gemisch der Zersetzungsprodukte mit) Phosphorwolframsiaure 


1) Archiv f. Anatomie und Physiologie. Physiolog. Abth. 1891, S, 248. 

2) Diese Zeitschrift, Bd. NXI, S. 297, 

3 Berichte der deutschen chemischen Gesellschaft, Bd. XXVIIi, 
S. 3189. Siehe auch Gamgee, Physiologie der Verdauung, deutsch von 
Ascher und Bever, S. 267. 


4, Diese Zeitschrift, Bd. XXV. Ss. L180. 
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heraus und zerlegt den Niedersehlag in bekannter Weise mit 
Barvt. Aus der vom Baryt  abfiltrirten Fliissigkeit fallt) man 
nach meinem friiher beschriebenen Verfahren!) das Histidin 
und Arginin durch Silbersulfat und Baryt heraus, befreit die 
vom Silberniederschlag abfiltrirte Fliissigkeit) von Spuren des 
Silbers und von Baryt und dampft den Riickstand fast bis 
zur Svrupdicke ein. Zu dieser eingedampften Masse fiigt man 
eine alkoholische L6sung von Pikrinsiiure, bet Gegenwart von 
Lysin fiillt das Pikrat aus. Man_ krystallisirt dasselbe aus 
wenig siedendem Wasser um. 

Zur Ueberfiihrung in das Chlorid bringt man die Krystalle 
in wiisserige Salzsiiure, schiittelt die Pikrinsiiure mit Aether 
aus und verdampft die wiisserige Losung zur Trockene. Zur 
Umkrystallisation des Chlorids lOst man es in wenig heissem 
Methylalkohol, verdunstet zur Syrupconsistenz und versetzt den 
Riickstand mit wenig heissem absoluten Aethylalkohol. Beim 
Erkalten krystallisirt das Chlorid aus. 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XXV, Ss. 179. 








Weitere Mittheilungen iiber die Protamine. 
Von 
A. Kossel. 


Durch frithere Untersuchungen habe ich nachgewiesen, dass 
die Protamine eine Gruppe chemischer Verbindungen_ bilden, 
welche bei ihrer Spaltung Hexonbasen liefern.?) Ich habe 
diese Spaltungsprodukte zuniichst aus dem Sturin, dem Protamin 
des StOrspermas, erhalten und sodann die bei diesen Unter- 
suchungen benutzten) Methoden auf andere Protamine (Clupein 
resp. Salmin) tibertragen. Die Methoden zum Nachweis des 
Lysins und besonders das Verfahren zur Trennung des noch 
ungeniigend bekannten Histidins vom Arginin waren noch recht 
unvollkommene und konnten nur als Nothbehelf betrachtet 
werden. Ieh habe mich daher bemiht, die friheren Resultate 
mit besseren Hiilfsmitteln nachzupriifen., 

Hierbei haben sich einige Abweichungen von meinen 
friiheren Befunden ergeben, welche besonders das Clupein 
betreffen. 

Ks zeigte sich vor Allem, dass das Quecksilberchlorid als 
Trennungsmittel von Histidin und Arginin nur in’ besonderen 
Fiillen brauchbare Resultate gibt. Dasselbe fallt zwar, wenn 
man es in der friiher von mir beschriebenen Weise anwendet, 
aus einer Mischung beider Basen zuniichst das Histidin heraus 
und hat ber der Auflindung und Tsolirung dieser Base gute 
Dienste geleistet; man ist aber trotzdem bei Anwendung dieses 
Trennungsmittels nie vor einer Beimengung von Arginin zum 
Histidin sicher. Wiihrend der durch Quecksilberchlorid aus 


1) Diese Zeitschrift Bd. XXII, 8. 176, Bd. XXV, S. 165. 
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der Lésung der Spaltungsprodukte des Sturins gefiillte Nieder- 
schlag bei meinen friiheren Versuchen Histidin ohne erhebliche 
Beimengungen enthielt, scheint dasselbe Fiillungsmittel aus den 
Zersetzungsprodukten des Clupeins Arginin niedergeschlagen zu 
haben. Die von mir als Histidin angesprochene Substanz_ 1st 
in diesem letzteren Falle offenbar Arginin gewesen. Ber Wieder- 
holung dieser Versuche mit verbesserten Methoden ist) es mir 
nicht gelungen, das Histidin unter den Spaltungsprodukten des 
Clupeins und des Salmins nachzuweisen. 

Neuerdings habe ich das in’ der vorhergehenden Mit- 
theilung des Herrn Dr. Kurajeff beschriebene Scombrin = in 
grosserer Menge aus Makrelensperma  dargestellt. Auch ats 
diesem Protamin konnte ich bei der Spaltung mit’ Schwefel- 
siiure kein Histidin gewinnen. 

Aus dem Sturin hingegen erhielt ich bei gleichem Ver- 
fahren das Histidin ohne Schwierigkeit, ebenso konnte ich 
geringe Mengen von Histidin, die ich den Spaltungsprodukten 
zusetzte, durch Silbernitrat und wenig Ammoniak?!) leicht nach- 
weisen, Man muss also annehimen, dass das Clupein sich durch 
das Fehlen der Histidingruppe vom Sturin unterscheidet. Die 
folgenden Untersuchungen zeigen, dass sich unter seinen Spal- 
tungsprodukten des Clupeins auch kein Lysin vorfindet, 

Nachdem ich frither das Lysin als Spaltungsprodukt des 
Sturins nachgewiesen hatte, glaubte ich die Entstehung dieser 
Base auch bei den iibrigen Protaminen voraussetzen zu diirfen. 
ln dieser Vermuthung wurde ich dadurch unterstiitzt, dass ich 
aus der vom <Arginin§ befreiten Fliissigkeit) einen Riickstand 
erhielt, welcher mit) Pikrinsiiure ein’ krystallisirtes Salz gab. 
Auf Zusatz von Phosphorwolframsiiure zu der concentrirten 
Losung entstand ein Niederschlag, welcher Kohlenstoff und 
Stickstoff anniihernd im Verhiiltniss des Lysins enthielt. Trotz- 
dem gelang es nicht, Lysin aus den geringen Riickstanden 
darzustellen. 

Als ich mit Hilfe der oben) beschriebenen Methode zum 
Nachweis des Lysins die Priifung wiederholte, konnte ich leicht 


1) Hedin, Diese Zeitschrift Bd. XN, S. 194. 
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feststellen, dass dieser Riickstand tiberhaupt kein Lysin = ent- 
hielt. Alkoholische Lésung von Pikrinsiiure erzeugte in der 
eingeengten Losung der freien Base keinen Niederschlag. viel- 
mehr krystallisirte aus der vom Argininsilber abfiltrirten Fliissig- 
keit nach Entfernung des Baryts und geringer Mengen von 
Silber eine Substanz, welche sich durch Umkrystallisiren aus 
Wasser und verdiinntem Alkohol in einen schwerer und einen 
leichter léslichen Antheil trennen. liisst. Ersterer wird nach 
dem Umkrystallisiren aus 66 procentigem Alkohol in’ weissen 
blattchenfOrmigen Krystallen erhalten, welche bei 120° getrocknet 
folgende Analysenwerthe ergaben. 

1. 0.1074 gr. Substanz gab 0,2020 gr. CO, und 0,0921 gr. H,O: 

2. 0.1439 gr. Substanz gab 15,3 cem. Stickstoff bei 13,5° und 747 mm. 
Barometerstand. 


Gefunden Berechnet fiir C,H,,NO, 
[ 51,29 51,28 
H 9.53 94 
N 12,33 11,96 


Die Substanz hat nach dieser Analyse die Zusammen- 
setzung einer Amidovaleriansiiure. Sie ist in Wasser ziemlich 
leicht, in absolutem Alkohol wenig oder gar nicht l6slich und 
wird durch Alkohol aus wiisseriger LOsung gefiillt. Beim 
trockenen Erhitzen erhalt man ein weisses wolliges Sublimat: 
fiiirt man diese Sublimation vorsichtig aus, so verbleibt keine 
Kohle. Hierbei entwickelt) sich ein) Geruch, ahnlich dem, 
welcher beim Erhitzen des Leucins auftritt. Die LoOsung dieser 
Substanz gibt mit Eisenchlorid eine tief braunrothe Féarbung, 
mit Kupfer bildet sie ein leicht losliches Salz, mit Salzsiure 
eine in’ Wasser leicht lésliche, durch Aether aus alkoholischer 
Loésung in krystallisirtem Zustand fallbare Verbindung. An- 
haltspunkte fiir die Identitiit mit einer der bisher bekannten 
Amidovaleriansiituren liessen sich bei den geringen Substanz- 
mengen bisher nicht gewinnen. 

Dies neue Verfahren zum Nachweis des Lysins.ermoglichte 
auch die Entscheidung der Frage, ob sich aus dem = Sturin 
ausser den drei bisher gewonnenen Hexonbasen noch andere 
Spaltungsprodukte gewinnen lassen. Zu diesem Zweck zerlegte 
ich das Sturin in der friiher beschriebenen Weise mit Schwefel- 
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siiure und fiillte das Histidin mit dem Arginin durch Silber- 
sulfat und Baryt heraus. Das Filtrat) wurde vom = Baryvt und 
geringen Mengen des Silbers befreit und mit alkoholischer Pikrin- 
siiure gefallt. Den durch Pikrinsiiure erzeugten Niederschlag 
krystallisirte ich aus Wasser um und fiihrte ihn sodann in das 
Chlorhydrat tiber. Eine Chlorbestimmung ergab Folgendes : 

0.2203 gr. Substanz gab 0.2865 AgCl. 

Gefunden Berechnet fiir C,H,, N,O, 2HC1 

Cl 32.17 32,34 

Das Salz bestand demnach aus Lysinchlorhydrat. 

Aus der vom Lysinpikrat abfiltrirten alkoholischen Fliissig- 
keit entfernte ich zuniichst die Pikrinsiiure, indem = ich nach 
Entfernung des Alkohols den Riickstand im Wasser loste und 
unter Zusatz von Schwetelsiiture mit) Aether ausschiittelte. Der 
Riickstand wurde zur Entfernung der Schwefelsaiure mit Baryt- 
wusser unter Vermeidung eines Ueberschusses versetzt und zur 
Krystallisation eingedampft. Der Riickstand verhielt sich ebenso 
wie die aus Clupein nach Entfernung des Arginins erhaltene 
Substanz, doch war die Substanzmenge zu gering, um ein fiir 
die Analyse geeignetes Priiparat zu gewinnen. 

Diese Beobachtungen bediirfen noch in vieler Hinsicht der 
Vervollstiindigung. Ich theile sie trotzdem schon jetzt mit, 
weil sie eine Aenderung eines Theils meiner friiheren Betrach- 
tungen tiber die Zusammensetzung der Protamine nothwendig 
machen und neue wesentliche Gesichtspunkte zur Beurtheilung 
dieser einfachsten Eiweisskérper darbieten. Sie zeigen, dass 
die Unterschiede innerhalb dieser Korperklasse grOsser_ sind, 
als ich friher annahm. Es sind jetzt zwei Gruppen von Pro- 
taminen bekannt, zu der einen gehOrt das Sturin, welches drei 
Hexonbasen liefert, zu der andern das Clupein (resp. Salmin) 
und das Scombrin, unter deren Spaltungsprodukten bisher nur 
eine Hexonbase, das Arginin, nachgewiesen werden konnte. 
Neben diesen Basen findet sich aber noch ein bisher nicht 
vollig aufgeljster Rest in geringer Menge. In diesem konnte 
beim Clupein ein Kérper von der Zusammensetzung einer 
Amidovaleriansiiure nachgewiesen werden. 


Ich habe in meiner friiheren Abhandlung die Ansicht 
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geiiussert, dass dem Eiweissmolekiil ein Protaminkern zu Grunde 
liegt. Nach den hier mitgetheilten Ergebnissen muss dieser 
Kern wenigstens fiir die bisher in dieser Richtung unter- 
suchten Eiweisskorper — ein zur Sturingruppe gehoriger Prot- 
aminkern sein. Denn bisher sind bei den Eiweisskorpern ebenso 
wie beim Sturin alle drei Hexonbasen nebeneinander gefunden 
worden. 

Die weitere Erérterung meiner Ergebnisse, welche auch 
im Hinblick auf die Analogie zu den Kohlehydraten einiges 
Interesse darbietet, sei bis zur Gewinnung sicherer experimen- 
teller Grundlagen verschoben. 





M. DuMont-Schauberg, Strassburg i. E. 
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